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INTRODUCCION

La relacion entre los farmacos antiepilépticos y el metabolismo 6seo en las
personas con epilepsia es muy compleja, y su comprensidn requiere un
conocimiento al menos basico de la fisiopatologia 6sea. Antes de analizar el estado
actual del tema y las posibles estrategias a seguir, como la suplementacion con
vitamina D, conviene repasar los elementos fundamentales del metabolismo 6seo,
asi como las funciones de la vitamina D, protagonista principal de este estudio.

1. METABOLISMO OSEO Y VITAMINA D:
CONCEPTOS Y GENERALIDADES

El sistema 6seo es un sistema dinamico, que se encuentra en continuo cambio
durante la vida del individuo. Durante la infancia y la adolescencia se produce un
crecimiento longitudinal y radial, mientras que durante la etapa adulta predomina un
proceso llamado remodelacion 6sea (del inglés “bone remodeling”), gracias al cual
el hueso se renueva constantemente, preservando asi la fuerza y manteniendo la
homeostasis mineral (Clarke, 2008). Esto es especialmente util cuando se generan
microrroturas, que se reparan antes de que se manifiesten clinicamente. También
es un método de ahorro en caso de periodos prolongados de inmovilidad, en los
que se pierde masa 0sea que no se precisa (Armas and Recker, 2012).

La remodelacion 6sea implica la participacidon de diversos tipos celulares y un
sistema de modulacién complejo en el que se ven involucrados sefalizadores y
hormonas, que analizaremos someramente a continuacion.

1.1 LA REMODELACION OSEA: PARTICIPANTES Y MECANISMO

Durante el recambio 6seo asistimos a una actividad perfectamente coordinada
entre tres tipos de células: osteoclastos, osteoblastos y osteocitos (Figura 1.1). El
proceso consta de cuatro fases primordiales: una primera fase de activacion,
seguida de la etapa de resorcion, que dura de 2 a 4 semanas, posteriormente una
fase de inversion en la que finaliza la resorcion mientras comienza la formacién
O0sea y una ultima fase de formacion, tras la que el hueso queda en reposo en
espera de reiniciar el ciclo. Todo el proceso dura, aproximadamente, de 4 a 6
meses (lfiiguez-Ariza and Clarke, 2015).

SUPLEMENTACION CON VITAMINA D EN EPILEPSIA: ESTUDIO EN PACIENTES 21
CON ANTIEPILEPTICOS CLASICOS Y DE NUEVA GENERACION



INTRODUCCION

Osteoblastic - RANKL- ~RANK Y
cell

ac et Apoptoti
. poptotic
O MSC osteoblast
. <O/

M-CSF K [ ] 7 N
. A Grovy(h factors —l '/ 3+ Pre-osteoblast
K |* Calcium ] \8__

VLo
Osteomacrophage Z9 = ~—
\ A4 \ T
ZON. L9 P

Bone

Figura 1.1. Participantes en la remodelacién 6sea. HSC: célula madre hematopoyética. M-
CSF: factor estimulador de colonias de macréfagos. MSC: célula madre mesenquimal.
RANK: receptor activador para el factor nuclear-k-B. RANKL: ligando del receptor RANK.
Reproducido con la autorizacion de Macmillan Publishers Ltd: [Nature Reviews Cancer]
(Weilbaecher et al, 2011), Copyright © 2011

En la primera fase de resorcion, los osteoclastos son los protagonistas. Estos
provienen de células hematopoyéticas y se encargan de destruir el tejido 6seo, en
forma de pequenas unidades en la superficie, en el caso del hueso trabecular, o
como sistemas Haversianos tunelizando el hueso cortical. Los osteoblastos, por su
parte, derivan de células mesenquimales, y son los responsables de rellenar, en la
etapa de formacidn, los espacios generados por los osteoclastos, con colageno tipo
| y otras proteinas como osteocalcina (OC), osteonectina y osteopontina, que se
mineralizaran posteriormente para formar la matriz 6sea. El destino de los
osteoblastos tras esta fase sera entrar en apoptosis o quedar enterrados en la
matriz 6sea en forma de osteoblastos diferenciados llamados osteocitos (Lewiecki,
2011).

La diferenciacion, formacién y supervivencia de los osteoclastos depende tanto de
factores locales como sistémicos. Entre los factores locales encontramos
interleukinas, factores estimulantes de colonias y un sistema que merece una
mencion especial por su relevancia clinica: el sistema RANKL/OPG (Figura 1.2). El
ligando del receptor activador para el factor nuclear-k-B (RANKL) es una citoquina
expresada por los osteoblastos, que también puede encontrarse en forma soluble.
Cuando RANKL activa su receptor (RANK) situado en la superficie celular de los
pre-osteoclastos y los osteoclastos maduros, se produce un aumento tanto de la
formacion de osteoclastos como de su actividad y supervivencia. La
osteoprotegerina (OPG), por el contrario, es una proteina soluble también
producida por los osteoblastos que contrarresta los efectos del RANKL, ya que
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actua como receptor sefiuelo de este ultimo. Es la relacion entre RANKL y OPG, en
definitiva, la que gobierna en qué fase de la remodelacion 6sea nos encontramos
(Ifiguez-Ariza et al, 2015).

© RANKL OPG t @
QJ RANK O Pre-osteoclasts

Mature
osteoclast

Growth factors
Hormones
Cytokines

Activated

Osteoblasts osteoclast

Sealing zone

H* CathepsinK

Bone

Figura 1.2. Sistema RANKL/OPG. RANK: receptor activador para el factor nuclear-k-
B. RANKL: ligando del receptor RANK. OPG: osteoprotegerina. Reproducido con la
autorizacion de Macmillan Publishers Ltd: [Nature Reviews Rheumatology] (Lewiecki,
2011), Copyright © 2011.

En cuanto a los factores sistémicos que influyen en la actividad osteoclastica,
destacan los estrogenos, la vitamina D, la parathormona (PTH) y la calcitonina.
Sobre el papel de los estrogenos y la vitamina D hablaremos en profundidad en los
epigrafes siguientes. La PTH, por su parte, favorece la reabsorcion de calcio a nivel
renal e interacciona con los osteoblastos aumentando la expresion de RANKL, que
a su vez aumenta la actividad de los osteoclastos, teniendo como resultado final el
incremento de los niveles de calcio en sangre. Asi mismo, la PTH estimula la
produccion renal de 1,25(OH), vitamina D, que se encarga de regular la absorcion
de calcio en el intestino y en el hueso (Gonzéalez Macias and Olmos, 2010).
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1.2 LA PERDIDA FISIOLOGICA DE MASA OSEA

La pérdida de masa ésea tiene lugar tanto en hombres como en mujeres como
parte del proceso de envejecimiento natural. Durante la infancia y la pubertad se
alcanza el pico de masa 0sea, que se mantiene hasta la tercera década de la vida,
en la que se empieza a producir una pérdida de hueso trabecular en los dos sexos
(45% en hombres y 55% en mujeres). En las mujeres, la pérdida de masa Gsea se
acelera durante la transicion a la menopausia, llegando a perder hasta un 20-30%
de hueso trabecular en esta etapa, asi como un 5-10% de hueso cortical. Tras la
menopausia, la tasa de pérdida de masa de ambos tipos de hueso se equipara
(Drake et al, 2015).

La patofisologia de este fendomeno depende fundamentalmente de la disminucion
de los niveles de estrégeno, que genera un aumento tanto de la resorcion Osea
como de la formacion, aunque en el balance la destruccion de hueso envejecido
supera a la formacién de hueso nuevo (Figura 1.3). En un estado eugonadal, los
estrogenos inhiben el RANKL, por lo que durante la menopausia la presencia
osteoclastica se multiplica. Ademas, los estrégenos también se encargan de
facilitar la expresion de OPG vy, consecuentemente, la ratio RANKL/OPG se
incrementa de forma considerable con la disminucion de las concentraciones de
estrogenos, generando asi un aumento tanto en la osteoclastogénesis y como en la
actividad osteoclastica, y por lo tanto, un incremento de la resorcion Osea
(Gonzalez Macias and Olmos, 2010).

En los hombres, la pérdida de masa 6sea también se ha relacionado con los
niveles de estradiol, mas que con los niveles de testosterona, aunque estos
también juegan un papel importante en el equilibrio entre resorcion y formacion
0sea. Sin embargo, los hombres por encima de 50 afios pierden la mitad de masa
O0sea y presentan unicamente un tercio de fracturas, comparados con mujeres
postmenopausicas (Lewiecki, 2011).
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RESORCION FORMACION

Figura 1.3. Visidon esquematizada de la remodelacion ésea en la
superficie del hueso trabecular en A: una mujer sana premenopausica; B:
una mujer con osteoporosis no tratada; C: durante el tratamiento con una
terapia antirresortiva; D: durante el tratamiento con una terapia
osteoanabdlica. Reproducido con la autorizaciéon de Macmillan Publishers
Ltd: [Nature Reviews Rheumatology] (Lewiecki, 2011), Copyright © 2011.

1.3 LA VITAMINA D: UNA HORMONA CON MULTIPLES FUNCIONES

La vitamina D comenzd a producirse hace mas de 500 millones de afos por el
fitoplancton, y, segun las hipodtesis actuales, tenia como funcion principal proteger
de la luz solar las macromoléculas sensibles a la luz ultravioleta como son el ADN,
el ARN o ciertas proteinas, cuando estas formas primitivas de vida se exponian a la
luz para realizar la fotosintesis. En etapas posteriores de la evolucion de la vida en
la Tierra, cuando los vertebrados abandonaron el océano -rico en calcio-, la
vitamina D aseguré un mecanismo eficiente de absorcion intestinal de calcio que
permitia mantener el esqueleto calcificado de los mamiferos, pero también continud
ejerciendo otras funciones imprescindibles para la supervivencia, como veremos
posteriormente (Wacker and Holick, 2013).
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1.3.1. VITAMINA D: DEFINICION Y METABOLISMO

Con el término “vitamina D” nos referimos a la familia de pro-hormonas liposolubles
de las cuales destacamos el ergocalciferol (vitamina D», de origen vegetal) y el
colecalciferol (vitamina D3, de origen animal). El metabolito funcional de la vitamina
D, el 1,25-dihidroxicolecaciferol (también llamado calcitriol 6 1,25(0OH);D), es una
hormona secoesterdlica que regula la transcripcion de genes dependientes de
vitamina D, incluidos los necesarios para la absorcion de calcio a nivel intestinal
(Geller and Adams, 2008).

Los humanos obtenemos la vitamina D principalmente de la exposicién a la luz
solar, aunque también existe una via de adquisicion mediante la dieta, ingiriendo
alimentos ricos en vitamina D, o D3 o en forma de suplementos dietéticos (Tabla
1.1). La radiacién ultravioleta B penetra en la piel y convierte el 7-dehidrocolesterol
en pre-vitamina D3, que es rapidamente convertida en vitamina D3 (Figura 1.4). El
excedente que se produce de pro-vitamina D3 o vitamina D3 es destruido por la luz
solar por lo que una exposicidén “excesiva” al sol no podria causar intoxicacion por
vitamina D (Holick, 2007).

FUENTE CONTENIDO EN VITAMINA D
FUENTES NATURALES

Salmén fresco salvaje (100 g) 600-1000 UI (vitamina D3)
Salmén fresco de piscifactoria (100 g) 100-250 Ul (vitamina D3 o D)
Sardinas en lata (100 g) 300 UI (vitamina D3)

Atun en lata (100 g) 250 Ul (vitamina D3)

Aceite de bacalao (1 cucharadita) 400-1000 UI (vitamina D3)
Shiitake fresco (100 g) 100 UI (vitamina D3)

Shiitake desecado (100 g) 1600 UI (vitamina D3)
Exposicion al sol UVB(1/2 dosis 3000 UI (vitamina D3)

eritematica minima*)
ALIMENTOS ENRIQUECIDOS

Leche enriquecida (250 mL)** 100 UI (habitualmente vitamina D3)
Zumo de naranja enriquecido (250 mL) | 100 UI (vitamina D3)

Yogur enriquecido (220 g) 100 UI (habitualmente vitamina D3)
Mantequilla enriquecida (100 g) 50 UI (habitualmente vitamina D3)
Queso enriquecido (85 g) 100 UI (habitualmente vitamina D3)
Cereales desayuno enriquecidos (bol) 100 UI (habitualmente vitamina D3)
SUPLEMENTOS

Vitamina D con o sin calcio Multiples dosificaciones

Tabla 1.1. Contenido en vitamina D de las distintas fuentes alimentarias y tras
exposicion solar.

* definicion de dosis eritematica minima: dosis de radiacion UV que produce una reaccion
eritematosa en la zona expuesta (Heckman et al, 2013)

** en estudios sobre el contenido de vitamina D en leches enriquecidas se evidencié que el
62% de las muestras analizadas contenian menos del 80% de la cantidad de vitamina D
anunciada en el etiquetado y hasta un 14% no contenian vitamina D detectable (Holick et al,
1992).
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Tanto la vitamina D que proviene de la sintesis cutanea como la adquirida por la
dieta son metabolizadas en el higado, convirtiéndose en 25-OH vitamina D o
calcidiol, que posteriormente sufre la siguiente metabolizacion a la forma activa en
el rinbn mediante la accién de la 25-OH-D-1a hidroxilasa. A diferencia de la 25-
hidroxilacion en el higado, la 1a-hidroxilacion en el rindn se regula segun los
requerimientos de 1,25(0OH);D. La 1a-OHasa se estimula por varios factores
idnicos (calcio, fosforo, magnesio y potasio) y hormonales (calcitonina, hormonas
sexuales, hormona del crecimiento, prolactina, insulina, etc.), particularmente por la
PTH (Rodriguez Sangrador, 2006).
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Figura 1.4. Metabolismo de la vitamina D. Reproducido con autorizacion de
(Holick, M. F. (2007) 'Vitamin D deficiency', N Engl J Med, 357(3), pp. 266-81),
Copyright Massachusetts Medical Society.
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1.3.2. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA SINTESIS DE VITAMINA D

La sintesis cutanea de vitamina D depende de factores como la pigmentacion
cutanea y el tipo de piel, el contenido cutaneo de 7-dehidrocolesterol, la edad, la
latitud geografica, la cantidad de piel expuesta (determinada por las costumbres
para vestirse) o la utilizacion de protectores solares. Se ha comprobado que los
sujetos de piel mas oscura presentan insuficiencia de vitamina D con mayor
frecuencia, y la aplicacién de protector solar, incluso de un factor de proteccion tan
bajo como 8, impide por completo la sintesis de vitamina D (Geller and Adams,
2008).

En contra de lo que se podria pensar, en los paises mas soleados también se ha
detectado una prevalencia inusitadamente elevada de déficit de vitamina D. Binkley
et al recogieron los niveles de vitamina D séricos en una muestra de voluntarios
sanos en Hawai (21°N), que declaraban haberse expuesto al sol durante mas de
tres horas al dia, mas de cinco dias a la semana, durante los tres meses previos
(Binkley et al, 2007). Encontraron que el 51% de los sujetos presentaban unos
niveles de vitamina D inferiores a 30 ng/ml (umbral que define la insuficiencia de
vitamina D, como veremos posteriormente), a pesar de la elevada exposicion solar.
Los autores argumentaron una probable variabilidad genética interindividual o,
incluso, sugirieron la posibilidad de que poblaciones habitualmente mas expuestas
al sol hubieran adaptado sus mecanismos de sintesis de vitamina D cutanea,
aumentando la tasa de destruccion de pre-vitamina D.
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Figura 1.5. Mapa mundial con latitudes. Encontramos sombreada la franja entre los dos paralelos
33° donde se puede sintetizar vitamina D cutdnea durante todo el afo. Modificado de
http://espanol.mapsofworld.com/mapa-del-mundo/mapa-del-mundo-con-latitud-y-longitud.html
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Intuitivamente, seria l6gico asumir que los paises con latitudes mas bajas tuviesen
una menor prevalencia de déficit de vitamina D, ya que el angulo de incidencia del
sol en estas regiones es mas adecuado para su sintesis en la piel, sobre todo en
verano/otofio y en las horas centrales del dia. En latitudes por encima de los 33°
(Figura 1.5), es practicamente imposible sintetizar vitamina D desde el mes de
noviembre hasta marzo (Holick, 2011). Sin embargo, los datos recogidos en
estudios observacionales indican lo contrario: los niveles mas bajos de vitamina D
se encontraron en el Sur de Europa y América Latina, mientras que en el Norte de
Europa y el Sudeste Asiatico eran mas altos, en una muestra de 7.564 mujeres
postmenopausicas (Hagenau et al, 2009).

Espafia se encuentra entre los 43° y los 36°N (Figura 1.6), por lo que es previsible
una variacion estacional de los niveles de vitamina D y una disminucién de la
sintesis durante el invierno y el inicio de la primavera. Olmos et al lo comprobaron
en una muestra de 1811 individuos (la cohorte del estudio Camargo) compuesta
por mujeres postmenopausicas y hombres mayores de 50 afos, en Cantabria
(43°N). Efectivamente, los niveles de vitamina D fueron de 26.2 ng/ml de media
durante el periodo verano/otofio mientras que cayeron a 20.4 ng/ml en invierno y
primavera (Olmos et al, 2015). Lo mas interesante de este estudio fue comprobar
que ni siquiera durante los periodos de mayor insolacion se alcanzaban niveles
medios superiores a los 30 ng/ml y hasta un 40% de los participantes presentaban
niveles de vitamina D inferiores a 20 ng/ml (criterios de deficiencia).
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Figura 1.6. Mapa de Espafia mostrando su situacion entre los
paralelos 36 y 43°N. Modificado de http://e-
ducativa.catedu.es/44700165/aula/archivos/repositorio/3500/3661
/html/1_la_posicin_de espaa.html
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En la Region de Murcia, en concreto, se han observado ciertas paradojas sobre la
variabilidad estacional de los niveles de vitamina D. Pérez-Llamas et al estudiaron
una muestra de sujetos de 65 a 94 afios sin limitacion de movilidad, en los que,
curiosamente, los niveles mas bajos de vitamina D se alcanzaban en verano (15 +
8.9 ng/ml). Los autores explicaban esta paradoja por las altas temperaturas que se
alcanzan en la Region de Murcia durante estos meses, propiciando que los
individuos -sobre todo ancianos- permanezcan en lugares sombrios o en interiores
para protegerse del calor (Pérez-Llamas et al, 2008).

1.3.3. ¢ CUAL ES EL PAPEL DE LA VITAMINA D EN EL METABOLISMO
OSEO?

Sin vitamina D, unicamente se absorbe el 10-15% del calcio y el 60% del fésforo
consumido en la dieta. La interaccion del calcitriol con el receptor de vitamina D
(VDR) intestinal aumenta la eficiencia de la absorcion de calcio a ese nivel hasta un
40% vy la de fosforo a un 80% (Holick, 2007). La vitamina D también influye en los
niveles de calcio y fosforo de forma indirecta mediante la regulacion de los niveles
de PTH. La activacion del VDR por la vitamina D en las glandulas paratiroides
suprime la produccion de PTH y, por el contrario, el déficit de vitamina D genera un
hiperparatiroidismo secundario, con el consiguiente aumento de resorcion Osea
(Wacker and Holick, 2013).

Por otro lado, la presencia de vitamina D es esencial para la correcta
mineralizacidn de la matriz 6sea, y su déficit se ha asociado a osteomalacia, una
condicion en la que el predomina el osteoide no mineralizado en el hueso, y se
caracteriza clinicamente, en adultos, por algias 6seas y musculares y una mayor
tendencia a presentar fracturas, principalmente de estrés (Maricic, 2008).

Recientemente, se han cuestionado los mecanismos por los que la vitamina D
podria, ademas, tener un efecto anabdlico directo sobre el hueso (Souberbielle,
2014). Las hipotesis mas aceptadas son las siguientes: la vitamina D, a través de la
activacion de su receptor VDR, podria disminuir la expresion de RANKL en los
osteoblastos y, en caso de haber una concentracion de calcio adecuada a nivel
sérico, inhibir directamente la diferenciacion osteoclastica, generando asi un
predominio de la formacion sobre la resorcion ésea —al contrario de lo que
sucederia en caso de hipocalcemia, en que se favorece la osteoclastogénesis-
(Anderson et al, 2013). Esta situacion se ha demostrado en casos de
suplementacion farmacolégica con vitamina D diaria (Takahashi et al, 2014).

1.3.4. OTRAS FUNCIONES

Como ya avanzabamos previamente, la vitamina D ejerce un papel fundamental en
la homeostasis del calcio, pero no es su unica funcién. En efecto, esta vitamina se

ha relacionado con la proliferacion y diferenciacion celular, asi como los
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mecanismos de apoptosis 0 angiogénesis, por lo que su implicacion en las
enfermedades oncoldgicas ha sido objeto de estudio (revisado extensamente en
Weilbaecher, 2011; Binkley et al, 2012; Wacker and Holick 2013). El receptor de la
vitamina D (VDR) esta presente en practicamente la mayor parte de los tejidos del
organismo y la vitamina D regula directa o indirectamente la expresién de hasta
2000 genes (Wacker and Holick 2013).

El analisis de las patologias extradseas relacionadas con el déficit de vitamina D
sobrepasa los objetivos de esta tesis, por lo que unicamente enumeraremos las
mas relevantes (Wacker and Holick, 2013; Grant et al, 2015):

- debilidad muscular, sarcopenia

- cancer de vejiga, mama, cuello de utero, colon, endometrio, esodfago,
estbmago, pulmén, ovario, pancreas, recto, rindn, vulva y linfoma de
Hodgkin y no Hodgkin

- obesidad, sindrome metabdlico

- diabetes tipo 2

- riesgo cardiovascular (sindrome coronario, enfermedad vascular periférica,
insuficiencia cardiaca)

- riesgo cerebrovascular (ictus isquémico)

- enfermedades autoinmunes: diabetes tipo 1, esclerosis multiple, enfermedad
de Crohn, artritis reumatoide

- peor respuesta ante enfermedades infecciosas

- asma

- demencia tipo Alzheimer, espectro autista, depresion y esquizofrenia.

1.3.5. NIVELES SERICOS DE VITAMINA D

Aunque la 1,25(0OH);D es la forma biolégicamente activa y seria por tanto la
medida ideal del estado de suficiencia/insuficiencia de vitamina D, realmente no es
asi. La vida media del calcitriol circulante es de tan sélo 4-6 horas. Ademas, debido
a la accion de la PTH, cuando un paciente comienza a presentar una deficiencia de
vitamina D, los niveles de 1,25(0OH)D se mantienen o incluso aumentan, por
aumento de produccion renal. De todo ello se deriva que la determinacién del
estado de suficiencia/insuficiencia de vitamina D se realice mediante el analisis del
parametro 25(OH)D en suero, mucho mas estable, segun las recomendaciones de
las Sociedad de Endocrinologia (Holick et al, 2011). Tampoco se recomienda la
determinacién separada de 25(0OH)D, y 25(0OH)D3 (Holick, 2009).

Tras un extenso debate (Binkley et al, 2009; Holick, 2009; Sempos et al, 2015), el
consenso actual para definir los niveles de vitamina D podria ser el siguiente
(Holick et al, 2011):
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- = 30 ng/ml: suficiencia
- 21-29 ng/ml: insuficiencia
- <20 ng/ml: deficiencia
- >100 ng/ml: intoxicacion
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1.3.6. CAUSAS DE DEFICIT DE VITAMINA D

Las causas por las que se puede generar un déficit de vitamina D son multiples.
Aparte de la consabida baja exposicidon a la radiacion UVB, existen diversas
patologias o situaciones relacionadas con una alteracion en la sintesis, absorcion o
metabolismo de esta vitamina, que se resumen en la tabla 1.2,

CAUSA

EFECTO

SINTESIS CUTANEA REDUCIDA

Uso de protectores solares
Pigmentacion cutanea
Envejecimiento

Estacion, latitud, hora del dia

reduce sintesis vitamina D3 (92-99%)

reduce sintesis vitamina D3 (hasta 99%)

reduce sintesis vitamina D3 (en un 75% a los 70 aios)
por encima de 33-352 no hay produccién de noviembre
a febrero-marzo

BIODISPONIBILIDAD DISMINUIDA

Malabsorcion (celiaquia, Crohn, bypass
gastrico, fibrosis quistica...)

Disminucién de la absorcion intestina de vitamina D

Obesidad secuestro de vitamina D en tejido adiposo
CATABOLISMO AUMENTADO

Antiepilépticos, corticoides, activan la destruccién de la 25(0H)D y 1,25(0H).D
antiretrovirales

SINTESIS 25(0H)D DISMINUIDA

Fallo hepatico

Malabsorcién de vitamina D y disminucién de
produccidon de 25(0H)D en funcién de la gravedad

PERDIDA URINARIA DE 25(0H)D

Sindrome nefrotico

Pérdida urinaria de 25(0OH)D con su proteina
transportadora

SINTESIS DE 1,25(0H).D DISMINUIDA

Insuficiencia renal cronica

hipocalcemia, hiperparatiroidismo secundario

ENFERMEDADES CONGENITAS

Raquitismo dependiente/resistente a
vitamina D

varios efectos dependiendo de la mutacion

ENFERMEDADES ADQUIRIDAS

Osteomalacia inducida por tumor
Hiperparatiroidismo primario
Enfermedades granulomatosas
(tuberculosis, sarcoidosis)
Hipertiroidismo

fosfaturia, hipofosfatemia, niveles bajos de calcitriol
25(0H)D disminuido, calcitriol aumentado
25(0H)D disminuido, calcitriol aumentado

reduce niveles de 25(0H)D

Tabla 1.2. Causas de déficit de vitamina D y sus efectos. Reproducido y modificado con autorizacién
de (Holick, M. F. (2007) 'Vitamin D deficiency’, N Engl J Med, 357(3), pp. 266-81), Copyright
Massachusetts Medical Society. 25(OH)D: calcidiol, 1,25(OH),D: calcitriol.
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1.3.7. SUPLEMENTACION CON VITAMINA D

La pandemia actual de déficit de vitamina D ha generado la puesta en marcha de
estrategias y planificacion por parte de las autoridades sanitarias. La Sociedad de
Endocrinologia establecio en 2013 las recomendaciones de evaluacion y
prevencion del déficit de vitamina D (Holick et al, 2011), y, posteriormente, la
Fundacién Internacional de Osteoporosis se pronuncié en una guia sobre el tipo de
suplementacibn mas adecuada para la poblacion con déficit de vitamina D
(Cianferotti et al, 2015). Esto ha sido necesario ya que existen varias formulaciones
para la suplementacién con vitamina D, derivadas de sus distintos metabolitos, y no
se disponia de un consenso establecido sobre qué tipo administrar en qué
situacion, y aun mas a la poblacion general.

1.3.7.1. Tipo de suplementacion

La suplementacion de vitamina D se puede administrar en forma de
colecalciferol, ergocalciferol, calcidiol o calcitriol, con o sin calcio afiadido.

Existe cierta evidencia sobre una mayor eficacia de la vitamina D3 sobre
la D, (Balvers et al, 2015), sin embargo la Sociedad de Endocrinologia
recomienda los dos tipos por igual (en Estados Unidos unicamente se
comercializa la vitamina D, como presentacion farmacéutica (Holick,
2007), mientras que en Europa si disponemos de ambas presentaciones)
(Holick et al, 2011).

El calcitriol esta recomendado en situaciones de patologia renal, ya que
no precisa de la metabolizacion en riidn para ejercer su accion. A pesar
de ser eficaz en el tratamiento de la osteoporosis y prevencion de
fracturas (Peppone et al, 2010), la aparicion frecuente de hipercalcemia,
0, en casos mas graves, nefrolitiasis, hace que este metabolito no sea la
primera opcidén de suplementacion en la poblacion general (Cianferotti et
al, 2015).

El calcidiol, por el contrario, parece ser un buen candidato, ya que no
precisa de metabolizacion hepatica, y su mayor hidrosolubilidad hace que
sea mas absorbible que el colecalciferol. Los niveles de vitamina D se
alcanzarian mas rapido con la administracion de calcidiol que con
calciferol, sin embargo no disponemos de evidencia suficiente para
establecer una recomendacion a este respecto (Cianferotti et al, 2015).

En cuanto a la suplementacién con calcio, si el aporte en la dieta es
adecuado, no se recomienda su uso, excepto en situaciones
excepcionales (Chel et al, 2008).
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1.3.7.2. Dosis recomendadas

Después de comprobar que las dosis de vitamina D que inicialmente se
recomendaban (400-800 Ul al dia) eran menos eficaces que dosis mas
elevadas en el tratamiento de la deficiencia de vitamina D (Leidig-
Bruckner et al, 2011; Bischoff-Ferrari et al, 2012), se intentaron
establecer guias sobre las necesidades de vitamina D en los distintos
grupos poblacionales (Rosen et al, 2012), sin que se haya alcanzado
finalmente un consenso internacional (El-Hajj Fuleihan et al, 2015). Las
recomendaciones de la Sociedad de Endocrinologia son las mas
exhaustivas y toman en consideracion el caso de las personas sometidas
a tratamiento antiepiléptico (Holick et al, 2011). En ellas se establece lo
siguiente:

o Todos los adultos de 19 a 50 anos requieren, al menos, 600 Ul de
vitamina D al dia (de cualquier fuente). Sin embargo, en caso de
déficit objetivado, pueden requerir al menos 1500-2000 Ul diarias
para aumentar sus niveles a 30 ng/ml de forma constante.

o Todos los adultos de 50 a 70 anos, y de 70 afios en adelante,
requieren al menos 600 Ul y 800 Ul diarias, respectivamente. Para
elevar sus niveles por encima de 30 ng/ml pueden requerir al menos
1500-2000 Ul diarias.

o En sujetos obesos o en tratamiento con farmacos antiepilépticos,
corticoides, antifungicos o antivirales, se requiere al menos de dos a
tres veces la dosis recomendada para su grupo poblacional (3000-
6000 Ul/d).

o Las dosis maximas recomendadas son 4000 Ul diarias.

Asi mismo, se recomienda en situaciones de deficiencia establecida, una
dosis de carga, para alcanzar niveles superiores a 30 ng/ml, vy
posteriormente continuar con un tratamiento de mantenimiento diario o
semanal, preferiblemente no mensual (Balvers et al, 2015). Sin embargo,
la controversia persiste, y se ha llegado a calificar estas
recomendaciones de “excesivas” (Rosen and Taylor, 2013).
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1.4 OPCIONES TERAPEUTICAS EN LA OSTEOPOROSIS

Conforme mas se conoce la fisiopatologia de la osteoporosis, surgen nuevas lineas
terapéuticas, que se afiaden a los ya clasicos tratamientos antirresortivos. Excede
los objetivos de esta tesis el realizar una revision detallada de cada uno de los
agentes terapéuticos, por lo que unicamente se citaran de forma resumida.

Como medidas no farmacoldgicas, se recomienda el ejercicio moderado-intenso,
de fuerza, tanto en jévenes como en adultos, ya que incrementa la masa 0sea, asi
como una ingesta diaria de calcio de 1000 mg (Pérez-Edo et al, 2011; Kanis et al,
2013). Ademas de la suplementacion con vitamina D, que ya se ha comentado
ampliamente, existe una cierta evidencia sobre la suplementacion con vitamina K2
en mujeres postmenopausicas con osteoporosis. Esta vitamina parece jugar un
papel en la mineralizacién 6sea a través de la carboxilacion de la OC y mantiene el
numero de osteoblastos inhibiendo su apoptosis (Huang et al, 2015). Su uso en
poblacidn general todavia no esta consensuado.

Por otro lado, se ha relacionado la alteracion de la microbiota intestinal y el estado
de disbiosis con una alteracion del equilibrio RANKL/OPG (Sjégren et al, 2012), por
lo que una intervencidn sobre la microbiota como la suplementacion con probidticos
y la eliminacion de factores que promueven la inflamacion de bajo grado podria ser
una nueva diana terapéutica también para la osteoporosis (Ohlsson and Sjégren,
2015).

Finalmente, disponemos de un gran arsenal farmacolégico para combatir la
osteoporosis en mujeres postmenopausicas (Tabla 1.3). Sin embargo, su uso en
hombres y mujeres premenopausicas plantea problemas de indicacién. En
pacientes con osteoporosis secundaria, las recomendaciones de la Sociedad
Espanola de Osteoporosis son, inicialmente, medidas no farmacolégicas, y en caso
de la osteoporosis inducida por corticoides a largo plazo, combinar bifosfonatos
(alendronato, risedronato o zoledronato) o teriparatida, con vitamina D y calcio
(Pérez-Edo et al, 2011). Sin embargo, la mayoria de estos farmacos presentan una
limitacion temporal en su uso (en el caso de la teriparatida, no se recomienda mas
de dos afios de tratamiento por el riesgo de efectos secundarios a largo plazo,
(Iniguez-Ariza and Clarke, 2015), y con los bifosfonatos se requiere un periodo
“vacacional” tras 10 afios de tratamiento, (Adler et al, 2015)) por lo que se plantean
muchos interrogantes en el caso de tener que recurrir a ellos para poblaciones de
pacientes jovenes con osteoporosis secundaria, como podrian ser las personas con
epilepsia en tratamiento con farmacos antiepilépticos (FAEs), como veremos
posteriormente.
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PRINCIPIO ACTIVO INDICACION
ANTIRRESORTIVOS
Raloxifeno OP en mujeres postmenopausicas
Bazedoxifeno OP en mujeres postmenopausicas
Bifosfonatos:
Etidronato OP vertebral en mujeres postmenopausicas
Alendronato OP en mujeres postmenopausicas, hombres y secundaria a corticoides
Risedronato OP en mujeres postmenopausicas, hombres y secundaria a corticoides
Ibandronato OP en mujeres postmenopausicas
Zoledronato OP en mujeres postmenopausicas, hombres y secundaria a corticoides
Denosumab OP en mujeres postmenopausicas y hombres
Inhibidores de la nueva terapia
catepsina K
ANABOLICOS
Analogos de la
parathormona:
Teriparatida OP en mujeres postmenopdausicas, hombres y secundaria a corticoides
Abaloparatida nueva terapia
Romosozumab nueva terapia
ACCION MIXTA

Tabla1.3. Tratamiento farmacolégico de la osteoporosis y su indicacion. Adaptado de lfiguez-Ariza
and Clarke, 2015. OP: osteoporosis.

2. FARMACOS ANTIEPILEPTICOS Y
METABOLISMO OSEO: ESTADO ACTUAL DEL
PROBLEMA

A finales de los afios 60 se disponia fundamentalmente de tres farmacos para
controlar las crisis epilépticas: el fenobarbital (PB), la primidona (PRM) y la
fenitoina (PHT); poco después se incorporaria también al arsenal terapéutico la
carbamazepina (CBZ). La utilizacion en tratamientos a largo plazo de los tres
primeros, puso de manifiesto —entre los afios 1967 y 1972- un efecto secundario
desconocido hasta el momento, que afectaba, curiosamente, el metabolismo éseo
(Schmid, 1967). En este sentido, primero Schmid y posteriormente Kruse fueron los
primeros que describieron la aparicion de osteomalacia en pacientes sometidos a
tratamientos prolongados (mas de un afio) con PHT y PRM (Kruse, 1968).
Posteriormente, Christiansen corroboré estos hallazgos, encontrando que en los
pacientes en tratamiento con PHT, PB o su combinacion, existia un menor
contenido mineral 6seo (CMO), medido mediante densitometria en los antebrazos,
que en los controles sanos pareados por edad y sexo (Christiansen et al, 1973b).
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La aparicion de nuevos antiepilépticos como la ya citada CBZ o el acido valproico
(VPA) relego a un segundo plano este efecto sobre el metabolismo 6seo, hasta que
volvio a investigarse a partir de los trabajos de A. Pack y R. Sheth al respecto
(Pack et al, 2003; Pack et al, 2005; Sheth et al 2006; Pack et al, 2008; Sheth et al,
2008a). A partir de ese momento la PHT y el PB dejaron de ser los unicos posibles
responsables de la disminucion de la DMO vy la aparicién de fracturas patologicas
en personas que eran demasiado jovenes y sin factores de riesgo, a priori, para
esta enfermedad, para dar paso a una lista de FAEs implicados en el desequilibrio
del metabolismo 6seo, que fue aumentando de forma alarmante con nuevas
investigaciones (Verrotti et al, 2010).

En la actualidad, a pesar de que en las dos ultimas décadas hemos asistido a una
expansion del numero de nuevos antiepilépticos que cuentan con mejores perfiles
de efectos secundarios e interacciones, la preocupacion por la prevalencia de
osteoporosis en la poblacion epiléptica sigue estando presente (Miziak et al, 2014).
Incluso, se siguen describiendo situaciones tan espectaculares como la publicada
recientemente por Cagirmaz, que relata el caso de un varon de 24 afos
diagnosticado de epilepsia estructural tras haber padecido una meningitis a los 6
meses de edad y en tratamiento con PHT durante 8 anos. Este paciente presentd
una fractura femoral bilateral tras sufrir una crisis generalizada tonico-clénica,
algo muy poco frecuente en pacientes de esa edad y que se explica
fundamentalmente por la osteopenia de la que fue diagnosticado tras la cirugia
traumatologica, mediante una densitometria lumbar (Cagirmaz et al, 2015).

Pero, ¢por qué unos farmacos que estan en principio disefiados para modular la
actividad neuronal pueden dar lugar a alteraciones del sistema 6seo? Veamos cual
es la evidencia y las explicaciones propuestas a este respecto.

2.1 ESTUDIOS REALIZADOS SOBRE POBLACION EXPUESTA A
TRATAMIENTO ANTIEPILEPTICO

El impacto de los FAEs, como grupo farmacoldgico, sobre la densidad mineral 6sea
(DMO) vy el riesgo de fractura se ha estudiado en profundidad. En su metanalisis
Shen y su grupo recogieron datos de 22 estudios descriptivos (casos-controles,
cohortes o transversales) desde 1995 a 2012 en los que el objetivo fue determinar
la relacion entre la exposicion a FAEs y la aparicion de fracturas (Shen et al, 2014).
Encontraron que el uso de FAEs estaba asociado a un aumento del riesgo de
fracturas del 86%, en cualquier localizacion, y de un 90% en el caso concreto de
fracturas de cadera. Al restringir el analisis a las fracturas osteoporoticas, el
aumento del riesgo persistia, por lo que confirmaban el efecto deletéreo que
parecian tener los FAEs sobre la salud ésea de los pacientes. Establecieron
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asimismo una serie de consideraciones anadidas, que detallamos a continuacion
(Figura 2.1).

2.1.1. EFECTO DE LA POLITERAPIA

Los pacientes en politerapia con FAEs presentan un aumento del riesgo de fractura
de 1.61 con respecto a los que unicamente llevaban un FAE como tratamiento
(Shen et al, 2014). Esto se podria relacionar con el hecho de que los pacientes en
tratamiento con mas de un FAE suelen tener una mayor probabilidad de presentar
crisis, ya que la politerapia esta asociada a epilepsias que pueden ser mas
refractarias y en las que los pacientes frecuentemente no estan libres de crisis
(Schiller and Najjar, 2008). Ademas, el efecto acumulativo de los FAEs sobre el
sistema nervioso central puede acarrear inestabilidad y pérdida de equilibrio,
principalmente en pacientes mayores, y aumentar por lo tanto el riesgo de caidas y
de fracturas (Petty et al, 2010). Sin embargo, a pesar de estos factores de
confusion reconocidos, si que se ha asociado el propio tratamiento cronico con mas
de un FAE con una menor DMO (Fahrat et al, 2002). Ademas, se ha descrito en
poblaciones jovenes (menores de 50 afos) expuestas a FAEs, principalmente en
politerapia, que es mas frecuente presentar fracturas por traumatismos de baja
energia y caidas no relacionadas con crisis epilépticas que por traumatismos
generados por crisis, y el riesgo de fractura sigue siendo mas elevado si se les
compara con sujetos no tratados (Shiek Ahmad et al, 2012)

No parece que haya ninguna combinacién de farmacos que sea especialmente
deletérea, pero, en todos los estudios en los que se analizé el efecto de la
politerapia sobre el metabolismo 6seo, se incluia un FAE inductor enzimatico en el
tratamiento (Beerhorst et al, 2013a).

2.1.2. FAES INDUCTORES VS. NO INDUCTORES ENZIMATICOS

Tanto los FAEs inductores enzimaticos -CBZ, PHT o PB- como los no inductores -
VPA- se han relacionado con un mayor riesgo de fractura, en cualquier localizacion
(Shen et al, 2014). Clasicamente, en los estudios sobre antiepilépticos y
metabolismo 6seo, se ha diferenciado entre los FAEs inductores y los inhibidores
enzimaticos, ya que, en un principio, se describieron las alteraciones en los
pacientes tratados con FAEs inductores del citocromo P450, tanto la disminucion
de la DMO como el hallazgo de unos niveles bajos de vitamina D en sangre, y se
postulé que debia de existir una interaccion entre los FAEs y la vitamina D a nivel
hepatico (Pack and Morrell, 2004). Sin embargo, algunos estudios empezaron a
relacionar también el VPA, un inhibidor enzimatico, con la aparicion de
osteoporosis en personas con epilepsia (Boluk et al, 2004, Pack et al, 2005), y en
este caso no se podia explicar mediante la misma interaccion en el higado, por lo
que hubo que replantearse los mecanismos fisiopatogénicos implicados en la

disminucién de la DMO en estos pacientes.
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Posteriormente surgieron nuevos farmacos como la lamotrigina (LTG), la
oxcarbacepina (OXC) o el topiramato (TPM), con cierta accidon inductora del
citocromo P450, en el caso de los dos ultimos (Khanna et al, 2009), y finalmente las
nuevas generaciones de FAEs de eliminacion fundamentalmente renal como
levetiracetam (LEV), lacosamida (LCM), o zonisamida (ZNS), de los que aun
disponemos de pocos datos sobre su implicacion en el metabolismo 6seo o son
contradictorios.

Detallaremos posteriormente cuales son las hipdtesis que se manejan en la
actualidad con respecto a la accidon de cada FAE sobre el metabolismo 6seo.

POLITERAPIA

FAES INDUCTORES
TRATAMIENTO NO INDUCTORES?

DURACION DEL

INMOVILIDAD

Figura 2.1. Factores relacionados con los FAEs que influyen en la
disminucién de la DMO.
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2.1.3. RELACION CON LA DOSIS DE FAE Y EL TIEMPO DE
TRATAMIENTO

La mayor duracion del tratamiento antiepiléptico ha sido asociada tanto a la
disminucién de la DMO (Hamed et al, 2014) como al aumento del riesgo de
fracturas, de tal manera que cada afo de exposicion a FAEs aumenta un 9% el
riesgo de fractura en los pacientes (Souverein et al, 2005). Se han detectado
alteraciones significativas de los biomarcadores de remodelacion 6sea, sugestivas
de una aceleraciéon del recambio, en pacientes tratados con OXC, desde las
primeras dos semanas, y con VPA a partir de los tres meses de tratamiento (Bauer
et al, 2013). En cuanto a cambios detectables en la densitometria, se han
observado disminuciones de DMO ya desde los seis meses después de iniciar el
tratamiento con CBZ (Kim et al, 2007).

La dosis de FAEs y sus niveles sanguineos, por el contrario, no se han relacionado
con la aparicion, o no, de alteraciones en el metabolismo 6seo (Koo et al, 2013).

2.1.4. PACIENTES MAYORES DE 50 ANOS VS JOVENES

El aumento de riesgo de fractura esta descrito tanto en pacientes mayores de 50
afios como en joévenes, por lo que ningun grupo poblacional parece estar exento de
presentar esta patologia asociada al tratamiento con FAEs (Shen et al, 2014).

2.1.5. PACIENTES CON BAJA MOVILIDAD O INSTITUCIONALIZADOS

Se ha asociado la aparicién de fracturas en las personas tratadas con FAEs a la
condicion de institucionalizacién y baja movilidad, que se puede dar en pacientes
con epilepsias refractarias o encefalopatias asociadas (Beerhorst et al, 2013b). En
estos casos, se podria explicar por la baja actividad fisica y la muy baja exposicion
al sol. Sin embargo, también se han realizado estudios en personas con epilepsia
sin limitacion de la movilidad, seguidas de forma ambulatoria, con resultados
similares en cuanto a la disminucion de DMO vy aparicién de fracturas patoldgicas,
sin encontrar otro factor de riesgo que no fueran los FAEs (Andress et al, 2002; EI-
Hajj Fuleihan et al, 2008).

2.1.6. ANTIEPILEPTICOS  UTILIZADOS EN PATOLOGIAS NO
EPILEPTICAS

En la revision sistematica de Shen et al se incluyeron estudios llevados a cabo
tanto en personas con epilepsia como con otras patologias, minimizando asi la
posible repercusion que podria tener la propia epilepsia en la aparicion de
fracturas. Como ya se ha comentado, el papel de los FAEs sobre el aumento del
riesgo de fractura es independiente de la patologia padecida por el paciente, por lo

que se considera estos farmacos de alto riesgo para osteoporosis junto a otras
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patologias como el hiperparatiroidismo primario o el tratamiento con corticoides
(Espallargues et al, 2001).

Efectivamente, éste es un aspecto a tener en cuenta, debido al uso extensivo que
se esta haciendo de los FAEs fuera de su indicacion primaria como en el
tratamiento del dolor neuropatico o en patologias psiquiatricas. El impacto de los
FAEs sobre la DMO se ha estudiado, por ejemplo, en una patologia tan prevalente
como las cefaleas, ya que el TPM se utiliza de forma habitual en la prevencion de
migrafia, y la poblacion diana suele ser joven. Ali et al determinaron en un grupo de
19 mujeres, cuya mediana de edad fue de 38.7 afos, que el tratamiento con TPM
durante mas de 6 meses estaba asociado a una pérdida de masa Osea, y
fuertemente relacionado con la duracion del tratamiento (Ali et al, 2011).

2.1.7. GENERO, OSTEOPENIA Y ANTIEPILEPTICOS

El tratamiento cronico con antiepilépticos se ha asociado a una disminucion de
DMO tanto en hombres como en mujeres, de cualquier edad, a pesar de que la
osteoporosis se considera una enfermedad de predominio en mujeres
postmenopausicas (Andress et al, 2002; Pack et al, 2005; Sheth et al, 2008a;
Ensrud et al, 2008). De hecho, se han descrito fracturas tras un traumatismo de
bajo grado en un 20-40% de hombres y mujeres premenopausicas con epilepsia
(Sheth et al, 2006).

2.2 EFECTO DEL TRATAMIENTO ANTIEPILEPTICO EN NINOS Y
ADOLESCENTES

La poblacion pediatrica se encuentra también afectada por la repercusion de los
FAEs sobre el metabolismo 6seo. En efecto, se ha descrito tanto casos de
raquitismo como de osteoporosis, en nifos y adolescentes tratados con
antiepilépticos, siendo mas frecuentes en pacientes con epilepsias refractarias en
politerapia y baja exposicion a la luz solar (Vestergaard, 2015).

Los mecanismos por los que se produce la desmineralizacion 6sea o la disminucion
de DMO son los mismos que en los adultos, y se recomienda la suplementacion
con vitamina D y calcio, aunque las dosis, una vez mas, no estan plenamente
consensuadas (Cebeci and Ekici, 2014).

2.3 EFECTO DE LOS FAES INDUCTORES ENZIMATICOS SOBRE EL
METABOLISMO OSEO

Una vez revisada la evidencia cientifica sobre la repercusion de los FAEs, en

general, sobre la DMO de las personas con epilepsia y los diversos factores de
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riesgo relacionados con ello, pasemos a describir cuales son los posibles
mecanismos propuestos por los que los FAEs producen una alteracion del
metabolismo 6seo, empezando por los inductores enzimaticos.

El efecto mas estudiado que comparten todos los farmacos inductores enzimaticos
clasicos -PB, PHT y CBZ- es la disminucidn que se produce en los niveles de
vitamina D circulante y sus metabolitos activos. La induccion del sistema citocromo
p450 produce una inhibicion de la hidroxilacion de la vitamina D a nivel hepatico,
pero, ademas, también produce una induccion del CYP24, mediante la activacion
por parte de los FAEs del receptor X de pregnano (PXR), que acelera el
catabolismo del calcitriol a acido calcitroico, un metabolito inactivo de la vitamina D
(Khanna et al, 2009).

La hipovitaminosis D induce a su vez una hipocalcemia que generaria un
hiperparatiroidismo secundario, compensatorio. El aumento de la PTH produce, a
nivel éseo, la activacion de los osteoclastos —como ya se ha comentado
previamente- y un aumento de la resorcion 6sea (Verrotti et al, 2010b).

Ademas, existen otros mecanismos propuestos para explicar la disminucion de la
DMO por los FAEs inductores, que se afiaden al déficit de vitamina D (Figura 2.2).
En efecto, estos farmacos también generan un déficit de vitamina K, por lo que se
impide la carboxilacion de la OC, empeorando asi el proceso de mineralizacion
(Onodera et al, 2002). Asi mismo, existe cierta evidencia sobre la disminucion de
los estrégenos circulantes por parte de los FAEs inductores, lo que conlleva, como
ya se ha explicado anteriormente, un desequilibrio en la ratio RANKL/OPG (Khanna
et al, 2009). Por otro lado, se ha encontrado, en modelos animales, que la PHT
podria disminuir directamente la proliferacion y diferenciacion osteoblastica
(Feldkamp et al, 2000).
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Figura 2.2. Mecanismos por los que los FAEs inductores podrian desencadenar una menor
DMO vy predisponer a la aparicion de osteoporosis. FAE: farmaco antiepiléptico. PTH:
parathormona. VIT D: vitamina D. PXR: receptor X de pregnano. VDR: receptor de la vitamina D.
RANKL: ligando del receptor activador para el factor nuclear-k-B.

2.4 EFECTO DEL ACIDO VALPROICO SOBRE EL METABOLISMO OSEO

Existen diversas hipétesis para explicar el efecto deletéreo del VPA sobre la DMO.
A pesar de no ser un FAE inductor, y por lo tanto, no poseer el efecto catabdlico de
la CBZ o la PHT sobre la vitamina D, el tratamiento cronico con VPA se ha
relacionado de forma consistente con una disminuciéon de DMO y un aumento del
recambio 6seo, tanto en nifios como en adultos, asi como un aumento del riesgo de
fracturas (Sato et al, 2001; Boluk et al, 2004; Verrotti et al, 2010; Borusiak et al,
2013). Estos cambios se han detectado ya incluso desde los primeros 3 meses de
tratamiento (Bauer et al, 2013).

Se postula que, en los pacientes en tratamiento con VPA, la actividad osteoclastica
estaria aumentada a través de un mecanismo indirecto por up-regulation del
sistema RANKL/OPG (Elwakkad et al, 2008), lo que conllevaria un aumento de la
resorcion Osea, especialmente en el hueso trabecular, generando una mayor
separacion entre trabéculas y, por lo tanto, mayor fragilidad (Senn et al, 2010). Los
marcadores de formacién 6sea -como la OC- también parecen estar aumentados,
lo que significa que existe un recambio 6seo elevado pero con predominio global de
resorcion 0sea (Nissen-Meyer et al, 2007). Otro hallazgo aun mas interesante es la
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probable accion directa del VPA sobre la produccion osteoblastica de colageno tipo
|. Segun estudios realizados en cultivos celulares, el VPA disminuiria la produccion
de colageno tipo I. Se ha encontrado una menor cantidad de cadenas tanto a1
como a2, por lo que habria una regulacién a la baja de la produccion de colageno
mas que un recambio de fibras ya unidas (Fuller et al, 2010; Humphrey et al, 2013).

2.5 EFECTO DE LOS FAES DE SEGUNDA GENERACION SOBRE EL
METABOLISMO OSEO: LAMOTRIGINA, OXCARBACEPINA,
TOPIRAMATO Y ZONISAMIDA

Sobre los FAEs que aparecieron posteriormente como LTG, OXC, TPM o ZNS,
disponemos de una menor, pero existente, evidencia sobre su repercusion en el
metabolismo 0seo, gracias a estudios realizados en poblacion epiléptica y en otras
patologias. Sin embargo, las relaciones no estan tan establecidas como en el caso
de los FAEs clasicos que se acaban de describir.

No disponemos de datos sobre una asociacion directa entre LTG y el riesgo de
fracturas, pero los estudios de Kim et al y Pack et al parecen indicar que no hay
una reduccion de la DMO o cambios en el recambio éseo durante el tratamiento
con este FAE (Pack et al, 2005; Kim et al, 2007).

Sobre la OXC, por el contrario, si que se ha descrito una disminucion de la DMO en
los pacientes en tratamiento con este farmaco durante al menos 18 meses (Cansu
et al, 2008). El mecanismo parece ser semejante al de la CBZ, ya que se ha
relacionado la toma de OXC con unos menores niveles de vitamina D (Mintzer et al,
2006). Sin embargo, en otros estudios mas recientes no se ha podido comprobar
un empeoramiento de la masa Osea tras la exposicion al farmaco (Koo et al, 2014),
aunque si un aumento del recambio 6seo (Bauer et al, 2013), por lo que no se ha
alcanzado un consenso al respecto.

En cuanto a ZNS y TPM, los mecanismos propuestos estan relacionados con la
inhibicion de la anhidrasa carbonica, que generaria un estado de acidosis
metabdlica que puede predisponer tanto a la formacion de calculos renales como a
la apariciéon de osteoporosis. En el caso del TPM, disponemos de varios estudios
realizados en pacientes epilépticos (Heo et al, 2011; Benizcky et al, 2012) y en
tratamiento de migrafa (Ali et al, 2011). Sobre ZNS, los estudios hasta la fecha han
sido llevados a cabo en animales (Takahashi et al, 2003), aunque la semejanza
entre los mecanismos de acciéon de los dos FAEs hace sospechar que ZNS
también podria provocar un aumento en la resorcion 6sea en humanos.
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2.6 POSIBLES EFECTOS DE LOS FAES DE TERCERA GENERACION
SOBRE EL METABOLISMO OSEO: LEVETIRACETAM, LACOSAMIDA Y
ESLICARBACEPINA

Sobre los FAEs de nueva generacion como LEV, LCM o Eslicarbacepina (ESL)
disponemos de muy pocos datos aun.

En el estudio de Koo et al no se encontré que LEV tuviera un efecto deletéreo
sobre la DMO durante el primer afio de tratamiento en monoterapia (Koo et al,
2013). Sin embargo, estudios realizados en ratas apuntan a que LEV reduce la
resistencia 6sea y la formacién de hueso (Nissen-Meyer et al, 2007) o incluso
disminuye la DMO (Fekete et al, 2013), de modo que en estudios observacionales
con mayor tiempo de exposicion si parece existir cierta tendencia a la osteopenia
(Benizcky et al, 2012). En el estudio de Nissen-Meyer et al, los niveles de
osteocalcina estaban disminuidos y parecia haber mayor afectacién del hueso
trabecular, mientras que Fekete et al detectaron un aumento de la resorcion ésea,
por lo que concluyen que son necesarios mas estudios para poder conocer el
alcance de la administracion de LEV sobre el metabolismo 6seo (Fekete et al,
2013).

En cuanto a los ultimos FAEs comercializados como LCM y ESL, no existen
estudios en humanos hasta la fecha. Un estudio en ratas sugiere una posible
tendencia al aumento de resorcidn 6sea en sujetos en tratamiento con LCM, pero
este hallazgo no se ha comprobado posteriormente (Simko et al, 2014).

ANTIEPILEPTICO ) RESORCION { RECAMBIO | || VITAMINA D OTROS
MECANISMOS
FENOBARBITAL + + + +
FENITOINA + + + +
PRIMIDONA + + + +
CARBAMACEPINA + + + ;7
VALPROICO + + -/i? +
LAMOTRIGINA - - -/:? -
OXCARBACEPINA +/3? + + ;?
TOPIRAMATO + :? Y +
ZONISAMIDA + :? Y +
LEVETIRACETAM +/3? - I +
ESLICARBACEPINA ;? Y Y ;?
LACOSAMIDA +/3? i? i? i?

Tabla 2.1. Resumen de las acciones conocidas de los distintos FAEs sobre el metabolismo 6seo.
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3. ESTRATEGIAS PARA  ABORDAR LAS
ALTERACIONES DEL METABOLISMO OSEO EN
PERSONAS CON EPILEPSIA

Las fracturas osteoporoticas son una causa mayor de morbilidad en la poblacion
general. Se estimd que el coste directo de la osteoporosis en Espafa durante 2010
fue de 6.110 millones de euros, teniendo en cuenta fracturas patoldgicas,
tratamiento y calidad de vida, y se espera un incremento para el 2025 del 30% en
nuestro pais (Svedbom et al, 2013).

Las personas con epilepsia en tratamiento crénico con FAEs presentan un riesgo
de fractura de 2 a 6 veces superior al de la poblacion general (Mattson and Gidal,
2004), por lo que resulta facil comprender el alcance econdmico y sanitario del
problema que nos ocupa. Sin embargo, las guias de epilepsia tanto nacionales
como internacionales son poco claras sobre las estrategias preventivas a seguir y
el manejo de pacientes expuestos a FAEs de forma prolongada en cuanto al
metabolismo 0seo, y tampoco hacen referencia al tratamiento recomendado para
los pacientes que ya presentan una osteoporosis establecida, secundaria a FAEs
(qué tipo de terapia, dosis...).

El grupo de epilepsia de la Sociedad Espafiola de Neurologia, en su guia de
practica clinica en epilepsia, unicamente recomienda “En pacientes con osteopenia
e hipotiroidismo, deben evitarse los FAE inductores enzimaticos” (Sancho Rieger et
al, 2012). La Academia Americana de Epilepsia, por su parte, establecio en 2006
una serie de consideraciones (recogidas en la publicacion de Sheth and Harden,
2007), proponiendo la suplementacion indiscriminada de vitamina D y calcio en los
pacientes en tratamiento antiepiléptico (Figura 3.1). Las dosis de vitamina D
sugeridas eran 400 Ul, acompafnadas de al menos 1200 mg de calcio, diarias. Sin
embargo, estas recomendaciones no fueron consensuadas posteriormente ni se
recogieron en las guias internacionales. La disminucion de DMO y el mayor riesgo
de fractura en personas con epilepsia en tratamiento con FAEs, a pesar de ser
conocida desde hace décadas, como ya hemos visto, sigue siendo un problema sin
resolver y su manejo depende mucho del criterio del neurdlogo/epileptologo
(Beerhorst et al, 2012; Miziak et al, 2014).
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Figura 3.1. Propuesta de algoritmo de manejo de situacion 6sea en adultos con epilepsia.
Adaptado de Sheth and Harden, 2007. FAE: farmaco antiepiléptico. DEXA: densitometria 6sea.
VPA: acido valproico.

3.1 SUPLEMENTACION CON VITAMINA D

Aunque las recomendaciones de la Sociedad de Endocrinologia (Holick et al, 2011)
abogan por una suplementacion con vitamina D -sin calcio- a altas dosis en los
pacientes tratados con FAEs, y la propuesta de Sheth and Harden, que acabamos
de comentar, también apuesta por la suplementaciéon con vitamina D —con calcio-,
los datos sobre el efecto real de la suplementacion con vitamina D en pacientes en
tratamiento con FAEs son escasos, y se refieren a un unico ensayo clinico
aleatorizado realizado en 2006 por Mikati et al.

Previamente, en los afios 70, ya se habia publicado un estudio no aleatorizado
controlado con sujetos sanos, en el que se administré 2000 Ul de vitamina D2 y 390
mg de lactato de calcio al dia durante 3 meses a pacientes en tratamiento con PHT,
PB o PRM. Los resultados fueron un aumento del contenido mineral éseo en un 4%
en los pacientes suplementados, por lo que los autores recomendaban la
administracién de vitamina D pero consideraban que eran precisos mas estudios
para establecer qué dosis de vitamina D era la indicada (Christiansen et al, 1973a).
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Diez afios después se publicd un estudio con un tamafo muestral reducido -30
pacientes en tratamiento con CBZ en monoterapia durante mas de un afo- que se
dividieron en dos grupos de forma aleatorizada para tomar 4000 Ul diarias de
vitamina D2 o D3, con 500 mg de calcio, durante 24 semanas (Tjellesen et al,
1983). Los resultados de este estudio fueron no concluyentes.

Sin embargo, no fue hasta 2005 cuando se emprendié el desarrollo del primer gran
—y unico hasta el momento- ensayo clinico aleatorizado con vitamina D en adultos y
nifos en tratamiento cronico con FAEs (Mikati et al, 2006). Centrandonos en el
estudio realizado en adultos, se aleatorizaron pacientes tanto en politerapia como
en monoterapia con cualquier FAE, obteniendo 37 pacientes que fueron
suplementados con 4000 Ul de ergocalciferol frente a 35 pacientes con 400 Ul de
la misma vitamina D,. Se les realizé una densitometria basal y otra a los 12 meses
desde el inicio de la suplementacién, y encontraron que ninguno de los grupos de
pacientes consiguié normalizar los valores de DMO pero si que hubo un incremento
de la densidad, tanto en los pacientes que habian tomado una dosis baja de
vitamina D como en los que fueron suplementados con 4000 Ul, siendo mas
significativo el cambio evolutivo con la dosis mas alta. Sus conclusiones, que son
las que prevalecen hasta la actualidad, fueron que la vitamina D puede ser util a
altas dosis pero siguen siendo necesarios mas estudios con distintas dosis para
poder establecer una recomendacion.

3.2 TRATAMIENTOS ANTIRRESORTIVOS

Recientemente se han realizado estudios con otro tipo de terapias anti-
osteoporéticas en modelos animales expuestos a FAEs (Khanna et al, 2011; Anwar
et al, 2014). El uso de bifosfonatos como el alendronato o el risendronato demostré
ser eficaz para revertir el efecto osteoporotico de la PHT en ratones (Khanna et al
2011) y el raloxifeno, por su parte, podria contrarrestar el efecto de VPA o PHT
sobre el estradiol circulante en ratones hembra y mejorar el estado 6seo (Anwar et
al, 2014).

El unico estudio publicado realizado en humanos es el ensayo clinico aleatorizado
ADOPT, en el que se administro risendronato durante dos afos a 40 veteranos de
guerra en tratamiento con FAEs (todos hombres). Se controlé con placebo, aunque
se administré a todos los sujetos vitamina D (ergocalciferol) en dosis de 500 a 750
Ul diarias, con 1000-1500 mg de calcio. Se suplementd con una megadosis antes
de iniciar el estudio a aquellos que presentaban niveles de deficiencia de vitamina
D basalmente. Aunque la DMO de los pacientes suplementados unicamente con
vitamina D y calcio también aumento ligeramente, la mejoria con risendronato fue
significativa, por lo que los autores alentaban el uso de bifosfonatos en personas
con epilepsia, con las precauciones en cuanto a la duracion del tratamiento que ya

hemos comentado con anterioridad (Lazzari et al , 2013).

SUPLEMENTACION CON VITAMINA D EN EPILEPSIA: ESTUDIO EN PACIENTES 48
CON ANTIEPILEPTICOS CLASICOS Y DE NUEVA GENERACION



INTRODUCCION

4. iCOMO MEDIR EL METABOLISMO OSEO EN
PERSONAS CON EPILEPSIA? DEFINICIONES Y
RECOMENDACIONES

4.1 DEFINICION OPERATIVA DE OSTEOPOROSIS

La osteoporosis fue definida en la ultima conferencia de consenso del National
Institute of Health y la International Osteoporosis Foundation como una enfermedad
esquelética caracterizada por una masa 0sea disminuida y un deterioro de la
microarquitectura del tejido 6seo, que conlleva una mayor fragilidad ésea y
aumento de riesgo de fractura (Kanis et al, 2013; Pérez Edo et al, 2011).

El objetivo fundamental que persigue la medida de la densidad Osea es
proporcionar un criterio diagnéstico y una informacion prondstica sobre la
probabilidad de presentar fracturas en el futuro. También se utiliza para establecer
una medida basal sobre la cual monitorizar la respuesta al tratamiento establecido.
La DMO es la cantidad de masa 6sea por unidad volumétrica o por unidad de area,
y ambas pueden ser determinadas in vivo mediante técnicas densitométricas
(Kanis et al, 2013).

La técnica mas ampliamente utilizada para medir la DMO es la basada en la
absorciometria 6sea por rayos X, en concreto la que utiliza energia dual o DEXA,
ya que la absorcion de radiacién X es muy sensible a la cantidad de calcio presente
en un tejido, y el hueso es la fuente fundamental de calcio en el organismo.

La DMO se describe habitualmente como t-score o z-score, que son unidades de
desviacion estandar (DE):
- La t-score describe el numero de DE de las que difiere el individuo
estudiado con respecto al valor medio esperado en un individuo joven sano.
- La z-score describe la diferencia entre la DMO del individuo estudiado
y la DMO media de un sujeto de su mismo sexo, edad y etnia, en DE. Se
suele utilizar para pacientes jévenes (nifios y adolescentes).

La definicion operativa de osteoporosis en uso actualmente esta basada en la t-
score de la DMO a nivel de cuello femoral y se define como una diferencia de 2.5
DE o mayor en la DMO con respecto a la media de la DMO de una mujer adulta.
Los valores seleccionados como referencia segun la OMS para calcular la t-score
provienen de la base de datos de la NHANES Il (National Health and Nutrition
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Examination Survey) realizada en mujeres caucasicas de 20 a 29 afios, en las que
se midio la DMO en cuello femoral (Kanis et al, 2013).

Los niveles o puntos de corte de la DMO medida por DEXA en columna lumbar y
cadera corresponden a:
- normal: valores de DMO > —1 DE en relacién con la media de adultos
jovenes (T-score > —1);
- osteopenia o0 masa 0sea baja, valores de DMO entre -1y —2,5 DE (T-
score entre -1y —2,5);
- osteoporosis: valores de DMO< -2,5 DE (T-score < -2,5), como
definiamos previamente y
- osteoporosis establecida, cuando a las condiciones previas se asocia
mas de una fractura osteoporotica.
Para los varones adultos se ha propuesto estos mismos puntos de corte (Pérez-
Edo et al, 2011).

e DMO NORMAL

L}

OSTEOPENIA

OSTEOPOROSIS

< T-SCORE

Figura 4.1. Representacion
del continuum entre la DMO
‘ FRACTURA | normal y la osteoporosis,

| segun los valores de la T-
score

Sin embargo, la aparicion creciente de pacientes con fracturas en traumatismos de
baja energia y parametros densitométricos compatibles con osteopenia pero no con
osteoporosis, ya que no alcanzan valores de t-score < -2,5 DE, ha generado la
necesidad de complementar la definicion y el diagnodstico de osteoporosis con
variables mas clinicas y algoritmos como el FRAX®, del que hablaremos
posteriormente (Siris et al, 2014).
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4.2 DENSITOMETRIA Y SU PAPEL EN EL DIAGNOSTICO Y MANEJO DE LA
OSTEOPOROSIS

Como hemos indicado previamente, la densitometria mediante DEXA es la técnica
de eleccion para el diagnodstico y seguimiento de los pacientes con osteoporosis.

La DEXA se puede realizar en los siguientes puntos:

- cuello femoral o cadera

- columna lumbar

- tercio distal del radio, en determinadas situaciones como
hiperparatiroidismo, pacientes muy obesos por encima de los limites de
valores estandar para DEXA o pacientes en los que la determinacion de
cadera o columna lumbar no sea medible 0 no se pueda interpretar.

Segun la Sociedad Internacional de Densitometria Clinica en su documento de
posicionamiento de 2013 (Schousboe et al, 2013), las recomendaciones para la
indicacion de la determinacién de DMO mediante DEXA son las siguientes:

- mujeres de mas de 65 afos
- mujeres postmenopausicas pero con menos de 65 afos, solo si
presentan un factor de riesgo para tener menor masa 6sea como son:

o) bajo peso

o fracturas previas

o) uso de farmacos que aumenten el riesgo de osteoporosis (no
se especifican cuales)

o enfermedad asociada a pérdida de masa dsea

- mujeres en transicion a menopausia con alguno de los factores de
riesgo mencionados en el punto anterior

- hombres mayores de 70 afios

- hombres menores de 70 afos si presentan uno de los factores de
riesgo mencionados en el punto anterior

- adultos con fractura por fragilidad

- adultos que presenten una patologia asociada a baja masa 6sea 0 a
pérdida de masa 6sea

- adultos que estén recibiendo un tratamiento asociado con baja masa
Osea o pérdida de masa 6sea

- cualquiera en el que se plantee terapia farmacoldgica por
osteoporosis

- cualquiera que ya esté tratado, para monitorizar el efecto del
tratamiento
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- cualquiera que no esté recibiendo tratamiento pero haya evidencia de
pérdida de masa 0sea que vaya a conllevar la necesidad de tratamiento.

Los pacientes epilépticos en tratamiento con FAEs entrarian en la categoria de
“adultos que estén recibiendo un tratamiento asociado con baja masa 6sea o
pérdida de masa 6sea”, por lo que no se tendria en cuenta ni la edad ni el género
a la hora de prescribir la realizacion de una primera densitometria.

No disponemos de una indicacion especifica recogida en las guias de manejo de
Epilepsia (espafiola o internacional) para la indicacion de densitometria en
pacientes en tratamiento con FAEs, a pesar de que, como ya hemos referido
anteriormente, la repercusion de los FAEs sobre la masa 6sea se conoce desde
hace mas de 40 anos. Encontramos en la literatura propuestas como la de Seth
durante el curso de la Academia Americana de Epilepsia en 2006 (Sheth and
Harden, 2007), ya comentada anteriormente, en la que se promueve la realizacion
de DEXA en pacientes en tratamiento con FAEs en los siguientes casos: pacientes
en tratamiento durante mas de 5 afios con farmacos inductores enzimaticos o VPA.

En el documento de posicionamiento de la Sociedad Internacional de Densitometria
Clinica también se hacen las siguientes recomendaciones (Schousboe et al, 2013):
- en mujeres postmenopausicas y hombres por encima de los 50 afios,
la medicién preferida es la t-score
- en mujeres antes de la menopausia y hombres menores de 50 afios,
se prefiere la z-score.
- En hombres menores de 50 afios y mujeres antes de la transicion a la
menopausia no se puede establecer el diagndstico de osteoporosis
basandose unicamente en la DMO.
- Los intervalos entre densitometrias estaran determinados por la
clinica del paciente de forma individual: tipicamente se repetira la
densitometria un afo después de haber iniciado una terapia anti-
osteopordtica, pero en patologias o situaciones relacionadas con una
pérdida de masa 6sea rapida, como el tratamiento con corticoides,
seria apropiado realizarla con mas frecuencia.
- La densitometria para un mismo paciente se realizara siempre en la
misma maquina, a no ser que se pueda realizar una calibracion cruzada.

4.3 PAPEL DE LOS BIOMARCADORES EN EL DIAGNOSTICO Y MANEJO
DE LA OSTEOPOROSIS

Si bien la densitometria por DEXA es la técnica de eleccion para la determinacion
de DMO vy el diagndstico de un paciente con osteoporosis, tanto primaria como
secundaria, disponemos de otros parametros analiticos como los biomarcadores de

remodelacion ésea que han demostrado utilidad principalmente en el seguimiento
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de estos pacientes (Civitelli et al, 2009). Estos marcadores bioquimicos nos ofrecen
un analisis dinamico y global del esqueleto, que complementa la medicion de la
DMO al ofrecernos una aproximacion al ritmo de recambio éseo.

Ademas, los cambios debidos a la terapia antirresortiva en los biomarcadores
0seos son detectables en las primeras semanas de tratamiento, mientras que los
cambios en la DMO medida por DEXA no empiezan a observarse antes de los 6
meses/1 afo, por lo que se propone la determinacién de biomarcadores para la
monitorizacion del tratamiento antiosteoporético (Civitelli et al, 2009).

La matriz organica del hueso esta constituida por colageno tipo | en un 90%, como
ya hemos visto. Durante el proceso de degradacion extracelular se liberan péptidos
de los extremos carboxi y aminoterminal de las moléculas de protocolageno, que
son los que pasan al torrente sanguineo. Los marcadores bioquimicos de
remodelado éseo miden estos productos generados durante el proceso de
formacion o degradacién de la matriz ésea y pueden determinarse en sangre y
orina (Romero Barco et al, 2012).

Los biomarcadores de los que disponemos actualmente son los desglosados en la
Tabla 4.1.

FORMACION RESORCION

Fosfatasa alcalina total (FA) Telopéptido C-terminal del colageno tipo
1 (1CTP)

Fosfatasa alcalina 6sea (FAos) Telopéptido C-terminal del colageno tipo
1 (CTX)

Osteocalcina (OC) Telopéptido N-terminal del colageno tipo
1 (NTX)

Propéptido C-terminal del Hidroxiprolina urinaria (HP)

protocolageno tipo 1 (P1CP)
Piridinolina urinaria (PYD)

Propéptido N-terminal del Deoxipiridolina urinaria (DPD)
protocolageno tipo 1 (P1NP) Fosfatasa acida tartrato-resistente
(TRACP 5b)

Biomarcadores de remodelacién 6sea

Los kits de deteccion de marcadores como CTX y NTX mediante ELISA han
reducido notablemente la variabilidad que existia con los métodos no
automatizados, y ha mejorado la reproducibilidad de las mediciones (Vasikaran et
al, 2011).
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4.3.1. MARCADORES DE FORMACION OSEA

- FA y FAos: la FA es una ectoenzyma anclada a la membrana de las
células osteoblasticas y su presencia es necesaria para la mineralizacion
Osea. La isoforma ésea es especifica de la funcidon osteoblastica.

- Osteocalcina: es una proteina de la matriz 6sea sintetizada por
osteoblastos maduros. Constituye el 15% de las proteinas no colagenas de
la matriz 6sea. Presenta mucha variabilidad horaria (dependiente del ritmo
circadiano).

- P1NP: es un péptido derivado de la division postranslacional de las
moléculas de colageno tipo 1 antes de agruparse en fibrillas. Uno de los
marcadores de formacidén ésea mas fiables.

4.3.2. MARCADORES DE RESORCION OSEA

- NTX: es un producto de degradacion del colageno tipo 1 que resulta
de la accion de los osteoclastos.

- CTX: es también un producto de degradacion del colageno tipo 1. En
el adulto, aproximadamente un 70 % de las moléculas de colageno tipo | del
tejido 6seo estan isomerizadas, y lo que se detecta mediante ELISA es la
forma isomerizada (3 (beta-crosslaps), que esta relacionada con colageno
envejecido. Se asume que la mayor parte del CTX detectable proviene de la
accion osteoclastica, aunque ningun marcador derivado del colageno tipo 1
es exclusivamente especifico del hueso.

- DPD y PYD: son marcadores de resorcidon O0sea urinarios, también
productos de degradacion del colageno tipo 1, con gran variablidad inducida
por horario y ritmo circadiano.

- TRACP 5b: es una enzima lisosomica del osteoclasto involucrada en
la degradacién del hueso, aunque también esta presente en otros tejidos. Su
escasa especificidad, unida a la dificultad metodologica de determinacion,
cuestiona su uso en la actualidad.

Segun el articulo de posicionamiento de Fundacién Internacional de Osteoporosis
los biomarcadores mas fiables y adecuados para la valoracion del metabolismo
0seo son:
- sCTX (telopéptido C-terminal del colageno tipo | sérico) como
marcador de resorcion 0sea
- sP1NP (propéptido N-terminal del protocolageno tipo | sérico) como
marcador de formacion osea.
Ambos se determinan en sangre, ya que en orina existe mas variabilidad intrasujeto
y horaria (Vasikaran et al, 2011).
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4.4 PAPEL DEL FRAX® EN EL MANEJO DE LA OSTEOPOROSIS

FRAX® es un algoritmo informatico patrocinado por la OMS, que calcula la
probabilidad de presentar una fractura mayor en los 10 afios siguientes (cadera,
columna, humero o mufieca), asi como la probabilidad de presentar una fractura de
cadera de forma especifica en los 10 afos siguientes a la valoracién. Es una
herramienta de asesoramiento sobre el riesgo de fractura, especifica para cada
pais, que combina los datos de DMO de cuello femoral (o cadera total) con un
grupo de factores de riesgo clinicos para fractura, que han sido validados y
ponderados, y por lo tanto independientes de la DMO (Kanis et al, 2013).

Esta basado en datos epidemioldgicos obtenidos de 60.000 sujetos, estudiados de
forma prospectiva para correlacionar factores de riesgo de fractura con la aparicion
de estas mismas. Posteriormente se validé en cohortes independientes de mas de
230.000 pacientes. Es muy util en pacientes sin tratamiento previo, tanto hombres
como mujeres, entre los 40 y 90 afos (Jeremiah et al, 2015).

El riesgo de fractura se calcula utilizando los siguientes parametros:
- Edad
- Sexo
- IMC
- Fractura previa por fragilidad
- Antecedentes familiares de fractura de cadera
- Habito tabaquico en el momento actual
- Tratamiento con corticoides (>5 mg prednisolona diarios o equivalente
durante 3 meses 0 mas)
- Artritis reumatoide
- Otras causas de osteoporosis secundaria: se especifican:
Hipogonadismo no tratado en hombres y mujeres
Enfermedad intestinal inflamatoria cronica
Inmovilidad prolongada
Trasplante
Diabetes tipo 1y 2
Hipertiroidismo o tratamiento hormonal tiroideo de supresion
Enfermedad pulmonar obstructiva cronica

0O O 0O O O O O

- Consumo de alcohol superior a 3 unidades diarias.
- De forma opcional se puede afadir la DMO de cuello femoral para
mejorar la capacidad predictiva

El algoritmo se ofrece de forma gratuita en la pagina
http://www.shef.ac.uk/FRAX/tool.aspx?country=4  calibrado  para  poblacion
espafola.
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ERAX ®

Herramienta de Evaluacién de Riesgo de Fractura desarrollada por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

Tablas FAQ

Inicio Herramienta de Calculo ¥ Referencias Espafiol v

Herramienta de Calculo

|
Por favor responda las preguntas siguientes para calcular la probabilidad de fractura a diez afios sin ;ﬁg
DMO o con DMO. —

pais: Espafia

NombrefID:

Sobre los Factores de riesgo

Cuestionario: 10. Osteoporosis secundaria ono Og Peso de Conversién
1. Edad (entre 40-90 afios) o fecha de nacimiento 11. &lcohol, 3 o més dosis por dia ® No i libras # kg
Edad: Fecha de Nacimiento:
12, DMO de Cuello Fernoral -
A M: D: | convertir |
Norland v
2. Sexo Hombre  © Mujer
3. Peso (ka) | Borrar || Calcular | i
Conversion Altura
4, Estatura (cm)
pulyadas = cm
S. Fractura previa i -
p ®No s | convertir
6. Padres con Fractura de Cadera ® o =1
7. Fumador Activo ® No Si
8. Glucocorticoides ®No =1 00533592
9. Artritis Reurnatoide ®No i Individuals with fracture risk

assessed since 1st June 2011

Figura 4.2. Cuestionario autorrellenable para calcular el FRAX® en version espanola.
Tomado de http://www.shef.ac.uk/FRAX/tool.aspx?lang=sp

No existe consenso actualmente sobre el umbral por encima del cual un riesgo de
fractura se consideraria alto en la poblacion espanola, segun las guias de la
Sociedad Espafiola de Reumatologia (Pérez Edo et al, 2011). Una aproximacion
seria:

- riesgo absoluto de fractura a 10 afios <10%: bajo

- riesgo absoluto de fractura a 10 afios entre 10 y 20%: moderado

- riesgo absoluto de fractura a 10 afios >20%: alto.

Sin embargo, para los pacientes en tratamiento con farmacos antiepilépticos, tanto
hombres como mujeres, esta herramienta presenta limitaciones, ya que no se
considera como factor de riesgo la toma de éstos, y unicamente se podria ponderar
mediante la inclusién de la DMO femoral en el calculo (Compston, 2015).
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5. POLIMORFISMOS GENETICOS DEL
METABOLISMO OSEO APLICADO A PERSONAS
CON EPILEPSIA

5.1 DEFINICION DE POLIMORFISMO GENETICO

Las mutaciones que se producen habitualmente en el genoma pueden dar lugar a
mutaciones puntuales en un sujeto o prevalecer en la poblacién general, dando
lugar a los llamados polimorfismos genéticos de nucleotido unico (SPN), que
generan variacion alélica entre individuos y diversidad en la especie. Pueden estar,
o0 no, asociados a enfermedades, y para que sean considerados como
polimorfismos propiamente dichos, la frecuencia de uno de sus alelos en la
poblacidn debe superar el 1% (Furey et al, 2004).

5.2 POLIMORFISMOS ASOCIADOS AL METABOLISMO OSEO

El interés por identificar posibles genes asociados con la osteoporosis es enorme, y
se han realizado multitud de estudios intentando relacionar ciertos polimorfismos
con la aparicion de fracturas osteoporéticas o una menor DMO. Estos estudios
estan ampliamente desarrollados en una revision reciente (Liu et al, 2014), por lo
que expondremos brevemente el estado actual del tema.

Uno de los primeros polimorfismos estudiados fue el del receptor de la vitamina D
(VDR). Como ya hemos comentado, el VDR juega un papel fundamental en la
accion del calcitriol sobre los osteoblastos, pero también es muy ubicuo y puede
tener otras funciones interesantes, tanto a nivel 6seo como sistémico. Se han
descrito al menos cuatro polimorfismos del VDR relacionados con la tendencia a
una menor DMO: Bsml, Apal, Taql y Fokl. Los estudios poblacionales relacionando
estos polimorfismos con la aparicion de osteoporosis y aumento del riesgo de
fracturas son aun confusos y contradictorios (Thakkinstian et al, 2004, Uitterlinden
et al, 2006, Pedrera-Canal et al, 2015).

Otro polimorfismo ampliamente estudiado en poblacion general es el del gen
COL1A1, ya que juega un papel importante en la determinacion genética de la
masa Osea. El colageno tipo | esta codificado por dos genes: COL1A1 y COL1A2.
El gen COL1A1 esta localizado en el cromosoma 17, region 17921-22 y presenta
51 exones. Uno de los polimorfismos mas extensamente estudiados es el
denominado Sp1, que consiste en la sustitucién de una guanina (G) por una timina
(T) en la primera base del primer intrén del gen, que afecta al sitio de unién del
factor de transcripcion Sp1, y por tanto, a la regulacion de la transcripcion del gen
(Stewart and Ralston, 2000).
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Se ha relacionado la presencia del alelo “s” del polimorfismo COL1A1 Sp1 con una
menor DMO asi como peor calidad 6sea y por lo tanto una mayor tendencia a la
aparicion de fracturas (Mann et al, 2001). Sin embargo, estas conclusiones no se
mantuvieron en el estudio GENOMOS, uno de los estudios mas ambiciosos
realizados para comprobar la relacion entre el polimorfismo COL1A1 Sp1 y la
presencia de osteoporosis. En él se reclutd a 26.242 participantes y se recogid
datos de DMO lumbar, femoral e historia de fracturas traumaticas y atraumaticas.
Los resultados confirmaron que, efectivamente, la condicion de homocigosis “ss”
estaba asociada a una menor DMO tanto lumbar como femoral, pero la
heterocigosis perdia relevancia, y no se encontrd6 un aumento del riesgo de

fracturas en los sujetos con alelo “s” (Ralston et al, 2006). Estudios posteriores si
qgue han vuelto a poner sobre el tablero la influencia de la presencia del alelo “s” en
la aparicién de fracturas patologicas, por lo que la controversia persiste (Marini et

al, 2013).

Finalmente, otros posibles polimorfismos genéticos implicados podrian ser los que
se han relacionado con receptores estrogénicos — como el ESR o el PXR,
comentado anteriormente — o con las nuevas moléculas asociadas a la
fisiopatologia del metabolismo 6seo, como son el sistema OPG/RANKL o las
catepsinas (Liu et al, 2014).

5.3 POLIMORFISMOS GENETICOS DEL METABOLISMO OSEO EN
PERSONAS CON EPILEPSIA

La osteoporosis inducida por FAEs también se ha intentado relacionar en los
ultimos afos con algunos de los polimorfismos genéticos que hemos mencionado
previamente. Se ha descrito en estudios publicados recientemente una relacion
entre la presencia del alelo B en el polimorfismo del gen del VDR y la disminucion
de DMO en pacientes en tratamiento con FAEs en monoterapia (Lambrinoudaki et
al, 2011). En su estudio, Lambrinoudaki et al analizaron el polimorfismo del VDR en
73 pacientes en monoterapia con VPA, LEV y OXC, excluyendo a mujeres
menopausicas o postmenopausicas. Encontraron que la presencia del alelo B, y en
especial la condicion de homocigosis BB, estaba relacionada con una menor DMO
lumbar medida mediante DEXA, asi como niveles mas bajos de vitamina D sérica.

En el estudio posterior de Phabphal et al se analiz6 en una muestra mas amplia y
homogénea de pacientes la presencia del polimorfismo Bsml del VDR, y también
encontraron que se relacionaba con unos valores disminuidos de t-score y z-score
tanto a nivel lumbar como femoral (Phabphal et al, 2013a).

Sobre el polimorfismo del gen COL1A1 o los receptores estrogénicos no se han
realizado estudios en poblacion epiléptica hasta la fecha.
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1. JUSTIFICACION

La osteoporosis y el riesgo aumentado de fracturas en la poblacion epiléptica es un
problema que genera tanto incognitas como dificultades a la hora del manejo de los
pacientes por los profesionales que nos dedicamos a la Epilepsia. Conocemos la
repercusion de los antiepilépticos llamados clasicos como CBZ o PHT en la salud
O0sea de nuestros pacientes cuando se consumen de forma cronica, e incluso de
algunos de los FAEs de generaciones posteriores como OXC o TPM, pero no
tenemos datos suficientes sobre la accion de los FAEs mas recientes, aunque su
uso sea extendido e indiscriminado.

De igual manera, tampoco disponemos de guias de manejo y tratamiento de esta
patologia asociada a FAEs, y la salud 6sea de las personas con epilepsia radica,
en parte, en el seguimiento por parte del Neurdlogo de recomendaciones que,
como se ha comentado, son mayoritariamente externas a las Sociedades de
Epilepsia, y en las que tampoco encontramos ningun consenso final.

2. HIPOTESIS

Por todo ello, se planted6 este estudio, con dos hipotesis principales:

- Los FAEs de nueva generacidén pueden asociarse a alteraciones del
metabolismo 6seo, al igual que los FAEs clasicos.

- La suplementacion con vitamina D, a las dosis prescritas segun practica
clinica habitual, pueden disminuir las alteraciones del metabolismo éseo
inducidas por FAEs clasicos o de nueva generacion.
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OBJETIVOS

Los objetivos de esta tesis fueron los siguientes:

1. OBJETIVOS PRINCIPALES

estudiar la posible afectacién del metabolismo 6seo en pacientes epilépticos
tratados con FAEs de nueva generacion, mediante parametros
densitométricos, comparados con pacientes tratados con FAEs clasicos

determinar el efecto de la suplementacion con vitamina D en los parametros
densitométricos de los pacientes epilépticos tratados tanto con FAEs
clasicos como FAEs de nueva generacion

2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

estudiar la posible afectacién del metabolismo 6seo en pacientes epilépticos
tratados con FAEs de nueva generacion, mediante biomarcadores de
remodelacion ésea, comparados con pacientes tratados con FAEs clasicos

determinar el efecto de la suplementacidon con vitamina D en los
biomarcadores de remodelacion 6sea de los pacientes epilépticos tratados
tanto con FAEs clasicos como FAEs de nueva generacion

determinar la influencia de los polimorfismos genéticos relacionados con el
metabolismo 6seo en la respuesta a la suplementacién con vitamina D en
estos pacientes

estudiar la utilidad de la herramienta FRAX® en una poblacion epiléptica con
suplementacién o no de vitamina D
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MATERIAL Y METODOS

1. TIPO DE ESTUDIO

Estudio observacional prospectivo, clasificado por la Agencia Espafola del
Medicamento y Productos Sanitarios como Estudio Postautorizacion de
Seguimiento Prospectivo (EPA-SP) con el codigo IRE-CBZ-2014-01.

2. POBLACION DE ESTUDIO

Se incluyeron personas con epilepsia en tratamiento en monoterapia con FAEs
clasicos (PHT, VPA y CBZ) y de nueva generacion (LEV, ESL, LCM) de forma
cronica (mas de 12 meses), a los que se les iba a realizar un estudio de
metabolismo 6seo segun practica clinica habitual y pautar o no una suplementacion
con vitamina D y calcio siguiendo las recomendaciones de la Academia Americana
de Epilepsia (Sheth y Harden, 2007).

Para ello, se reclutaron pacientes que se encontraban en seguimiento en las
consultas de la Unidad de Epilepsia del Hospital Clinico Universitario Virgen de la
Arrixaca (HCUVA), en el periodo comprendido entre enero 2013 y abril 2014, a los
que se les iba a realizar un estudio de metabolismo 6seo y que cumplian los
criterios de inclusién que se citan a continuacion. Todos los pacientes reclutados
habian sido diagnosticados de epilepsia mediante criterios clinicos, apoyados
mediante criterios eléctroencefalograficos (EEG) y radiologicos. La clasificacion
etiologica se realizé en base a los hallazgos de las pruebas electroencefalograficas
(EEG basal de rutina) y de neuroimagen (resonancia magnética cerebral de 1.5T
con protocolo de epilepsia) que se habian realizado previamente y constaban en la
historia clinica de los pacientes. Se utilizé la clasificacion vigente de la ILAE 2010
(Berg et al, 2010).

2.1. CRITERIOS DE INCLUSION:

- Pacientes mayores de 18 afos diagnosticados de epilepsia genética,
estructural o desconocida segun la clasificacion de la ILAE 2010.

- Pacientes en tratamiento con un farmaco antiepiléptico en monoterapia
(PHT, CBZ, VPA, LEV, LCM, o ESL), durante mas de 12 meses, y sin
cambios de dosificacion en el ultimo mes.

- Pacientes sin crisis durante el afio previo a su inclusion.
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- Pacientes que den su consentimiento mediante la firma del consentimiento
informado.

2.2. CRITERIOS DE EXCLUSION:

- Pacientes en tratamiento con suplementos de calcio o vitamina D antes de
iniciar el estudio

- Pacientes en tratamiento con farmacos con capacidad documentada para
alterar el metabolismo 6seo como son benzodiacepinas, corticoides,
tiazidas, anticoagulantes orales, calcitonina o bifosfonatos.

- Pacientes con osteoporosis primaria ya diagnosticada antes de comenzar el
tratamiento con antiepilépticos.

- Pacientes con enfermedades crénicas que provoquen osteoporosis
secundaria como enfermedades hepaticas o renales cronicas,
hipertiroidismo, malabsorcion intestinal, diabetes tipo 1, hipogonadismo,
osteogénesis imperfecta...

- Pacientes con movilidad limitada.

- Mujeres embarazadas o que hayan estado dando lactancia en los ultimos 6
meses.

3. CALCULO DEL TAMANO MUESTRAL

El calculo del tamafio muestral se realizé tomando como variable principal la DMO
femoral ya que los cambios en ésta son el criterio diagnostico reconocido por la
Guia Europea de diagnostico y manejo de Osteoporosis (Kanis et al, 2013). Para
una desviacion tipica del 11%, y esperando detectar una diferencia del 7% en la
variable principal, necesitariamos 31 pacientes por grupo. Si ajustamos un 10% de
pérdidas necesitariamos 34 pacientes por grupo, con un total de 68 pacientes.
Todo ello para un nivel de confianza (1-a) del 95% y una potencia 3 del 80%.

4. LUGAR DE REALIZACION

Los pacientes fueron seleccionados en las consultas externas de la Unidad de
Epilepsia del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (HCUVA),

localizadas en el edificio Policlinico del citado Hospital.
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La extraccion sanguinea, tallado y pesado, asi como recogida de variables clinicas
y demograficas se realizé en el Laboratorio de Epilepsia, situado en la 42 planta
izquierda del edificio general del HCUVA.

El procesamiento de las muestras sanguineas se realiz6 en el Laboratorio de
Analisis Clinicos del HCUVA, situado en la planta baja del edificio general del
HCUVA.

Las densitometrias se realizaron todas en el centro concertado Scanner Murcia,
localizado en la calle Abenarabi, n® 3, Murcia.

5. ESQUEMA DEL ESTUDIO

PACIENTES
RECLUTADOS
(64)
|
1 1
GRUPO VITD: GRUPO CONTROL:
PRESCRIPCION DE SIN
SUPLEMENTOS DE SUPLEMENTACION SEGUIMIENTO
VITD/CALCIO (27) (37) 6 MESES
]
PACIENTES PERDIDOS: 2 PACIENTES PERDIDOS: 4
-1 no vino a visita de control - 2 se retir6 el FAE durante el
pero si se hizo densitometria GRUPO CONTROL estudio y no quisieron realizar

GRUPO VITD (25)

- 1 no acudi6 a la visita de (33) prueba de seguimiento

control ni se realizd - 2 no acudieron a la visita de
densitometria control

6. RECOGIDA DE DATOS Y TOMA DE MUESTRAS

Los pacientes fueron reclutados durante los meses de noviembre de 2012 a marzo
de 2013 y posteriormente de noviembre de 2013 a marzo de 2014 para asegurar
unas condiciones basales de exposicion solar homogéneas en su visita basal,
teniendo en cuenta la latitud de la Regidén de Murcia (37°N).
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Una vez seleccionados los pacientes y firmado el consentimiento informado por
cada uno de ellos, realizamos una primera visita basal en la que se recogieron
variables demograficas y clinicas, detalladas a continuacion, mediante una
entrevista personal. Con ello rellenamos el cuaderno de recogida de datos (CRD,
ver anexo) y se le asigné a cada paciente un codigo numerado.

Se procedid a la medicidn de talla y peso en ayunas, sin zapatos ni complementos,
dejando unicamente las piezas de ropa ligera. La medicion se realizé en el peso del
Laboratorio de Epilepsia, calibrado segun los estandares proporcionados por el
fabricante, con un error de precision de 100 g para el peso y de 1 cm para la talla.
Las medidas se tomaron siempre entre las 9.00 h y las 10:00 h am, por la misma
persona (enfermera de la Unidad de Epilepsia). Se calculé el indice de masa
corporal (IMC) con la siguiente férmula: IMC = peso (kg) / talla® (m?).

Tras la visita basal y en funcién del criterio de su neurdlogo, se prescribié o no a los
pacientes del estudio una suplementacion con vitamina D y calcio. Las dosis y
preparados quedaron a criterio del neurélogo segun practica clinica habitual.

6.1 . RECOGIDA DE DATOS

6.1.1. DATOS DEMOGRAFICOS, CLINICOS Y ANTROPOMETRICOS
(VISITA BASAL)

* Edad, en afios

* Género (hombre/mujer)
* Altura, en metros

* Peso, en kg

« IMC, en kg/m?

 Tipo de piel clasificandola segun la escala de fototipos de Fitzpatrick
(Roberts, 2009).
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Piel blanca que SIEMPRE se quema y NO se broncea

Piel blanca que SIEMPRE se quema y se broncea
minimamente

Piel blanca que se quema minimamente y se broncea
gradualmente de forma moderada

\") Piel ligeramente morena que se quema minimamente y se
broncea bien

\' Piel morena que dificlmente se quema y se broncea
intensamente

Vi Piel muy morena o negra que NUNCA se quema y se

broncea intensamente

Tabla 1. Clasificacion de los fototipos cutaneos de Fitzpatrick. Adaptado de Roberts,

20009.

* Antecedentes familiares de osteoporosis: si/no/desconocido.

* Antecedentes personales:

Hipertension: si/no
Diabetes: si/no
Dislipemia: si/no

Tabaquismo activo: si/no. En caso afirmativo, se recogio el
numero de cigarillos/dia

Habito endlico activo: si/no. En caso afirmativo, se recogieron las
unidades de alcohol consumidas diarias

Enfermedades endocrinas: si/no. En caso afirmativo, se recogio el
tipo (siempre y cuando no constituyera un criterio de exclusion).

* Historia de epilepsia:

= Afos de epilepsia (afios)

= Etiologia: genética, estructural, desconocida. Siguiendo las
directrices de la clasificaciéon vigente de los sindromes
epilépticos de la ILAE 2010.

» Tipo de crisis: generalizadas, focales, convulsiones bilaterales.
Igualmente siguiendo las directrices de la clasificacion de crisis
de la ILAE 2010.
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= Farmaco antiepiléptico actual: PHT, CBZ, VPA, LEV, LCM,
ESL.
= Dosis del FAE actual en mg.
= Duracioén del tratamiento actual en meses.

= Medicacidn antiepiléptica anterior: si/no. En caso afirmativo, se
recogié de qué FAE se trataba.

* Medicacion concomitante, siempre y cuando no cumpliera los criterios de
exclusion.

* En mujeres, situacion hormonal actual: menarquia activa, perimenopausia,
postmenopausia.

Se procedi6 a la realizacion de una extraccion sanguinea para la determinacion de
parametros bioquimicos generales y especificos, que se describen en el apartado
6.2.

6.1.2. DATOS CLINICOS Y ANTROPOMETRICOS EN VISITA DE
CONTROL (SEIS MESES)

Transcurridos seis meses desde la visita basal, se realiz6 una nueva visita de
control en la que se recogieron los datos que se especifican a continuacién. Se
procedié a la medicidén de talla y peso de los pacientes en las mismas condiciones
que durante la visita basal y se realizé una nueva extraccidn sanguinea periférica.
En esta ocasion unicamente se precisd la extraccidon de dos tubos secos sin
anticoagulante, ya que la determinacion de polimorfismos genéticos es unica y no
requeria un control evolutivo.

* Altura, en metros

* Peso, en kg

« IMC, en kg/m?

* Toma de suplemento de vitamina D y calcio: si/no
* Dosis del suplemento en mg

* Numero de crisis presentadas en los seis meses

e (Cambios en la medicacion cronica o introduccion de nueva medicacion:
si/no (en caso afirmativo, especificado)

* Tabaquismo activo: si/no

* Habito endlico activo: si/no
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6.1.3. ACTIVIDAD FiSICA

Se recogio la actividad fisica realizada por los pacientes, tanto en la visita basal
como en la visita de control a los seis meses. Se adaptd para ello la clasificacion
descrita en trabajos anteriores para pacientes epilépticos por Verrotti et al, 2010a
en:

1 =>1 hora diaria, 6 >3h/d durante 3 dias/semana
» 2 =>2 horas durante 3 dias/semana

» 3 =1-6 horas semanales

» 4 = esporadico (no mas de 1 hora semanal)

= 5=norealiza

6.1.4. ENCUESTA NUTRICIONAL

Se recogié una encuesta nutricional, tanto en la visita basal como en la visita de
control a los seis meses. Esta fue realizada de forma libre por el paciente (sin
formulario suministrado, pero con indicaciones orales por parte del personal
investigador sobre como recogerla), describiendo los alimentos ingeridos durante
los tres dias previos a la visita. Los datos fueron analizados por una nutricionista
experta mediante el programa online gratuito
http://www.invesalia.es/evaluacion/evalnutri.php. Este programa permite realizar
una determinacion de la cantidad de calcio y vitamina D ingeridas en la dieta, entre
otras determinaciones, mediante una estimacion segun la ingesta de los tres
ultimos dias. Los alimentos incluidos llevan la composicidén de nutrientes de la Base
de Datos Espafnola de Composicion de Alimentos publicada por la Red BEDCA del
Ministerio de Ciencia e Innovacién y bajo la coordinacion y financiacion de la
Agencia Esparola de Seguridad Alimentaria y Nutricion del Ministerio de Sanidad,
Servicios Sociales e Igualdad. Los valores de composicion de alimentos recogidos
en esta base de datos han sido obtenidos de distintas fuentes que incluyen
laboratorios, industria alimentaria y publicaciones cientificas o calculados. El
acceso y uso de esta base de datos estan sujeto a unas condiciones que puede
conocer en el siguiente enlace: https://www.bedca.net/bdpub/UsoBD.pdf
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LISTA DE ELEMENTOS SELECCIONADOS

Alimento Periodo Eliminar Grafico Kcal.
Leche con fibra 0% MG "CLAS" 250g. Desayuno b4 id 97,50
Café solo 5g. Desayuno b4 id 0,10

Pan integral de molde 30g. Desayuno b 4 id 74,10
Jamoén cocido 30g. Desayuno p 8 il 29,70
Naranja 268g. Desayuno b4 il 86,91
PECHUGAS DE POLLO CON CIRUELAS (1) Comida oS il 555,24
Pan integral 30g. Comida b4 il 68,40
Kiwis 81g. Comida p_ 4 il 41,50
CUSCUS SALTEADO CON VERDURAS (W) Cena S il 294,66
Pavo, pechuga asada 100g. Cena b4 il 135,00
Pan integral 20g. Cena b4 id 45,60
Naranja 268g. Cena b4 id 86,91

Figura 1. Ejemplo de dieta introducida en el programa de nutricion.

De la composicidon por nutrientes, se recogieron las siguientes variables:
» Cantidad diaria ingerida de vitamina D en ug

» Cantidad diaria ingerida de calcio en mg

6.2 TOMA DE MUESTRAS

Se realiz6 una extraccidn sanguinea periférica mediante puncion antecubital en
ayunas de 12 horas, siempre por la misma persona (enfermera de la Unidad de
Epilepsia). Se extrajeron 3 tubos en la primera determinacion: 10 ml de sangre en
cada uno de los dos tubos secos sin anticoagulante que se centrifugaron y se
analizé el suero para los parametros analiticos desglosados a continuacion y los
biomarcadores de remodelamiento 6seo, y un tubo con 5 ml de sangre total con
EDTA, para la determinacion de polimorfismos genéticos relacionados con el
metabolismo 6seo. A los seis meses, se realizd una nueva extraccion sanguinea,
en la que se recolectaron dos tubos secos sin anticoagulante.

El primer tubo seco, tanto en la visita basal como a los seis meses, fue centrifugado
y procesado en la maquina de HITACHI habitual del laboratorio de Analisis Clinicos
del HCUVA, obteniendo los siguientes parametros:

* Glucemia en mg/dl (valores normales: 74-106)

* Urea mg/dl (valores normales: 10-50)
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* Creatinina en mg/dl (valores normales: 0.7-1.2)

* Proteinas totales en g/dl (valores normales: 6.4-8.3)
* (Calcio en mg/dl (valores normales: 8.6-10)

* Fésforo en mg/dl (valores normales: 2.7-4.5)

* Colesterol total en mg/dl (valores normales: <200)

* HDL-colesterol en mg/dl (valores normales: >40)

* LDL-colesterol en mg/dl (valores normales: <160)

* Triglicéridos en mg/dl (valores normales: <200)

* GOT en U/L (valores normales: 5-40)

* GPT en U/L (valores normales: 5-41)

* GGT en U/L (valores normales: 10-71)

* Fosfatasa alcalina en U/L (valores normales: 40-130)
* Folato en ng/ml (valores normales: 3.8-16)

* Vitamina B12 en pg/ml (valores normales: 191-663)
* Homocisteina en umol/L (valores normales: 5-15)

* TSH en mUI/L (valores normales: 0.27-4.2)

* T4 en ng/dl (valores normales: 0.93-1.7)

Cada uno de estos parametros fue repetido en la visita a los seis meses.

6.3 VARIABLES ANALITICAS ESPECIFICAS

El segundo tubo seco fue centrifugado para la obtencion de suero a 3500
revoluciones por minuto durante 10 minutos. Las muestras fueron alicuotadas y
conservadas a -80°C en los congeladores especificos del Laboratorio de
Bioquimica hasta su procesamiento. De ellas se obtuvieron los siguientes
parametros en la visita basal y se repitieron a los seis meses:

6.3.1. VITAMINA D

Se determind la Vitamina D total en suero mediante el kit Liaison® 25-OH vitamin D
total de Diasorin, que emplea la tecnologia de inmunoensayo quimioluminiscente
(CLIA: chemiluminescent immunoassay) para la determinacion cuantitativa de la

25-hidroxivitamina D (25-OH-D) y otros metabolitos de la vitamina D hidroxilados en
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suero o plasma con EDTA. Este test presenta una sensibilidad funcional < 4 ng/ml
y un coeficiente de variacion (CV) de 1,9-5,5%.

Se establecieron los siguientes intervalos de suficiencia/insuficiencia (Holick et al,
2011):

- = 30 ng/ml: suficiencia

- 20-29 ng/ml: insuficiencia

- <20 ng/ml: deficiencia

6.3.2. HORMONA PARATIROIDEA (PTH)

Determinacion cuantitativa por radioinmunoensayo (RIA) de la hormona
paratiroidea humana C-terminal en suero con el C-terminal PTH RIA Kit de
Diasorin®. Los valores normales suministrados por el fabricante fueron: 9-65 pg/ml.
CV <5,7%.

6.3.3. ISOENZIMA OSEA DE LA FOSFATASA ALCALINA (FAOS)

Para la determinacion de la FAos empleamos el kit Metra™ BAP EIA, que es un
enzimoinmunoensayo que proporciona una medida cuantitativa de la actividad de la
isoenzima 6sea de la fosfatasa alcalina en suero, como indicador de actividad
osteoblastica. CV 0,9-2,4%.

6.3.4. OSTEOCALCINA (OC)

Para la determinacion de OC se utilizé el N-MID Osteocalcin, un test inmunoldgico
in vitro para la determinacion cuantitativa de OC en suero y plasma humanos. Es
un inmunoensayo de electroquimioluminiscencia “ECLIA” tipo sandwich, para su
uso en los analizadores automaticos Elecsys de Roche Diagnostics®. CV 1,1-1,6%.

6.3.5. PROPEPTIDO AMINOTERMINAL DEL PROCOLAGENO TIPO 1
(P1INP)

La determinacién del P1INP en suero se realizé mediante el test total PINP, un
inmunoensayo de electroquimiolumiscencia (ECLIA) concebido para ser utilizado
en los inmunoanalizadores Elecsys y Cobas e de Roche Diagnostics®. CV 1,7-
4,1%.

6.3.6. BETA-CROSSLAPS (B-CTX)

Para la determinacion del Beta-CrossLaps se empled el test inmunologico Beta —
CrossLaps en suero, que es un test inmunoldgico in vitro para la determinacion
cuantitativa de los productos de degradacion del colageno tipo 1 en suero. Es un
ensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA) concebido para su uso en los
analizadores automaticos Elecsys y Cobas e de Roche Diagnostics®. CV 2,7-7,6%.
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El CTX es el Telopéptido Carboxi terminal del colageno tipo I. El inmunoensayo con
el que se determind reconoce un octapeptido de la cadena a-1 del colageno tipo |,
que contiene un aminoacido que forma parte de un enlace piridinolinico y otro
aminoacido, un aspartico, que puede encontrarse en su forma natural alfa no
isomerizada (a-CTX) o en su forma isomerizada beta (3-CTX o Beta-CrossLaps).
En el adulto, aproximadamente un 70 % de las moléculas de colageno tipo | del
tejido d6seo estan  isomerizadas, por lo que su presencia se asocia al
envejecimiento de la molécula de colageno.

6.3.7. TELOPEPTIDO N-TERMINAL DEL COLAGENO TIPO 1 (NTX)

La determinacion del NTX en suero se realizé mediante la prueba en suero NTX de
Osteomark®, que consiste en un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
inhibidoras competitivas (ELISA/EIA) que permite una determinacion cuantitativa de
NTX en suero humano. La variabilidad intra-ensayo fue 4.6%. La variabilidad entre
ensayos fue 6.9%. La precision del ensayo se determind analizando los dos niveles
de control: para el nivel 1 el CV fue del 13.99% y para el nivel 2 fue 11.92%

VALORES NORMALES VALORES NORMALES
MUJERES HOMBRES
FAos 18-25 anos: 6-34 U/L 18-25 anos: 0-45 U/L

Premenopausia: 11.6-29.6 U/L >25 afos: 15-41.3 U/L
Postmenopausia: 14.2-42.7 U/L

oC Premenopausia: 11-43 ng/ml 18-29 anos: 24-70 ng/ml

Postmenopausia: 15-46 ng/ml 30-50 afios: 14-42 ng/ml
>50 afos: 14-46 ng/ml

P1NP Premenopausia: 4.5-55.7 ng/ml Todos: 11.4-80.6 ng/ml
Postmenopausia: 19.6-61.2 ng/ml

B-CTX Premenopausia: 0-0.3 ng/ml Todos: 0-0.30 ng/ml
Postmenopausia: 0-0.56 ng/ml

NTX 6.2-19 nmol/L 5.4-24.2 nmol/L

Valores normales tomados como referencia para los distintos biomarcadores de
remodelamiento 6seo (suministrados por los fabricantes). FAos: fosfatasa alcalina ésea. OC:
osteocalcina. P1NP: propéptido aminterminal del protocolageno tipo 1. B-CTX: B-crossLaps.
NTX: telopéptido N-terminal del colageno tipo 1.
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6.4 POLIMORFISMOS GENETICOS

El protocolo de trabajo constd de cinco procesos principales: extraccion y
purificacion de ADN gendmico, amplificacion mediante PCR del ADN purificado,
hibridacién de los productos amplificados, lectura del array en el lector de tubos AT
y determinacion de los siguientes polimorfismos mediante un software especifico.

= Gen del Colageno tipo 1 (Col1A1): SNP Col1A1-SP1: Genotipos SS,
Ss, ss.

= Gen del receptor de la vitamina D (VDR): SNP VDRB-Bsm I:
Genotipos BB, Bb, bb.

= Gen del receptor de la vitamina D (VDR): SNP VDR-Fok |: Genotipos
FF, Ff, ff.

= Gen del receptor de calcitonina (CTR): SNP CTR-Alu I: Genotipos AA,
Aa, aa

= Gen del receptor de estrogenos (ER): SNP ESR1P-Pvu II: Genotipos
PP, Pp, pp

= Gen del receptor de estrogenos (ER): SNP ESR1X-Xba |: Genotipos
XX, XX, XX.

Para el estudio de los polimorfismos se utilizé la muestra de sangre total con EDTA
a partir de la cual se llevo a cabo la extraccion del ADN. Para el diagndstico in vitro
del polimorfismo Col1A1 se emple6 un kit comercial (CLART® Metabone,
Genomica) que se basa en la amplificacion de fragmentos especificos del genoma
humano y la posterior deteccion mediante hibridacion con sondas de captura
especificas del gen. La deteccion del producto amplificado por PCR se llevé a cabo
mediante una plataforma tecnoldgica llamada array en tubo (AT), que se basa en la
adaptacion de un microarray de baja densidad en la parte inferior de un tubo de
ensayo tipo Eppendorf. La deteccion del SNP conlleva un minimo de tres sondas
que detectan la presencia de dos variantes posibles, y una zona comun del gen.

El procesamiento de los resultados obtenidos a partir de cada uno de los arrays se
realiz6 de forma automatica en un lector de tubos AT (Clondiag Chip Tecnologies
GmbH), y la interpretacion de los mismos se llevo a cabo a través de un Software
especifico para CLART® MetaBone. Para resto de especificaciones, ver Anexo.
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synthesized
array

Para cada paciente obtuvimos su caracterizacion genotipica de cada uno de
los polimorfismos estudiados, Unicamente tras la visita basal:

- Col1A1 Sp1

- VDRB-Bsml

- VDR-Fokl

- CTR-Alul

- ESR1P-Pvull

- ESR1X-Xbal

6.5 DENSITOMETRIA

6.5.1. DENSITOMETRIA BASAL

En los dias posteriores a la visita basal (7-10 dias), se realizd una
densitometria femoral y lumbar mediante DEXA, con el densitometro Norland®,
modelo Excell Plus. Siempre se utilizé la misma maquina para cada paciente, y
las densitometrias fueron realizadas por el mismo técnico. Se realizaron
calibraciones diarias de la maquina siguiendo las indicaciones determinadas
por el fabricante (ver anexo), mediante la realizacion de un fantoma previo a la
exploracion del paciente.
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Figura 3. Ejemplo de informe de densitometria lumbar y femoral.
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La densitometria se realizd a nivel lumbar con proyeccion anteroposterior y
femoral izquierda, determinando los siguientes parametros:
- DMO lumbar L2-L4 en g/cm?

- sDMO lumbar total (L2-L4) en mg/cm?

- T-score lumbar en desviaciones estandar
- Z-score lumbar en desviaciones estandar
- DMO cuello femoral izquierdo en g/cm?

- T-score femoral en desviaciones estandar
- Z-score femoral en desviaciones estandar

Se calculdé el cambio minimo significativo (error debido a la precision de la
maquina, LSC) para cada uno de los pacientes, mediante la siguiente férmula:

2 x V2 x CV/100 x DMO

Los Coeficientes de Variacion (CV) medidos fueron los siguientes:
- CV femoral DMO: 1.2%

- CV lumbar DMO: 1.0%

El t-score y z-score se determinaron comparando los datos obtenidos de los
pacientes con las bases de datos proporcionadas por el fabricante:
- Para el t-score femoral, se utilizé la base de datos extraida del
NHANES lll, correspondiente a mujeres caucasicas de 20 a 29 afios.

- Para el t-score lumbar, se compararon los datos de DMO con los
proporcionados por la base de datos propia del fabricante, segun
recomendaciones de la Sociedad Internacional de Densitometria Clinica
(Schousboe et al, 2013).

- Para los z-score tanto femoral como lumbar, se compararon los
datos de DMO con los proporcionados por la base de datos propia del
fabricante, en funcion de rango de edad, raza y género.

Se selecciono el t-score o el z-score como parametro a analizar en funcion de
las caracteristicas del paciente: en mujeres antes de la menopausia y hombres
menores de 50 afos, se escogid el z-score mientras que en mujeres
postmenopausicas y hombres por encima de los 50 afios se determiné el t-
score, siguiendo las recomendaciones de la Sociedad Internacional de
Densitometria Clinica (Schousboe et al, 2013). Se generd asi la variable z/t
score, que fue seleccionada para los analisis posteriores.
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Una vez obtenida la DMO femoral, se procedi6 al calculo del FRAX® mediante
la herramienta proporcionada por la OMS de forma gratuita en la direccion
http://www.shef.ac.uk/FRAX/tool.aspx?lang=sp. Se calcularon las siguientes
variables:

» Riesgo de fractura mayor a 10 afos en %

» Riesgo de fractura de cadera a 10 afios en %

Se calculo el riesgo de fractura osteoporotica mayor y fractura de cadera a 10
anos introduciendo tanto los datos demograficos y factores de riesgo
requeridos, como la DMO femoral determinada por la densitometria. En los
pacientes menores de 40 afos, asumimos la estimacion generada por el
programa, que asimila la edad del paciente a 40 afos, como se ha hecho
previamente en otros estudios con poblacién epiléptica (Beerhorst et al,
2013a).

6.5.2. DENSITOMETRIA DE CONTROL

Se repitio la densitometria durante los 7-10 dias posteriores a la visita de
control a los seis meses, en la misma maquina en la que se realizo la
densitometria basal, y por el mismo técnico.

Consideramos la exposicion a FAEs como un factor de alto recambio 6seo,
como se sugiere en los estudios de Kim et al, 2007; y Bauer et al, 2013, por lo
gque un espacio de seis meses entre densitometrias seria suficiente para
detectar cambios relevantes en la DMO inducidos por la terapia iniciada
(Schousboe et al, 2013).

Se volvio a calcular el riesgo de fractura mediante la herramienta FRAX® con
el resultado de la segunda densitometria.

7. ASPECTOS ETICOS

Se realizd el estudio de acuerdo con los principios de la Declaracion de
Helsinki. El estudio se desarroll6 de acuerdo con el protocolo y con los
procedimientos normalizados de trabajo que aseguraron el cumplimiento de las
normas de Buena Practica Clinica, de acuerdo con las pautas éticas
internacionales para la investigaciéon biomédica en seres humanos (Consejo de
Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas CIOMS, Ginebra,
2002).
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El investigador se comprometié a asegurar la intimidad y confidencialidad de
los datos de caracter personal de los sujetos incluidos en el estudio, de
conformidad a la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de
Datos de Caracter Personal; el Real Decreto 1720/2007, de 21 de diciembre,
por el que se aprueba el Reglamento de desarrollo de la misma, asi como la
Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora de la autonomia del
paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacion vy
documentacion clinica y documentos contenidos en el archivo.

El presente estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica
del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca.

8. ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé para el analisis estadistico el paquete informatico SPSS version 21.0.
Se realizé inicialmente un analisis factorial para detectar correlaciones entre las
distintas variables y destacar componentes principales y posibles factores de
confusién. Estos ultimos fueron controlados mediante analisis multiples de
covarianza para cada uno de ellos.

Se realiz6 una estadistica descriptiva de cada variable obteniéndose la
distribucion de frecuencias. En el caso de variables cuantitativas, se calcularan
los parametros caracteristicos: media, mediana, cuarteles, desviacion tipica,
maximo y minimo.

La comparacion de grupos se realizé mediante un analisis de varianza de una
via para datos independientes y transversales. El analisis de varianza fue de
dos vias cuando se quiso neutralizar la influencia de una variable cualitativa
como la suplementacion con vitamina D o el tipo de FAE. El analisis fue de
covarianza cuando se quiso neutralizar una variable cuantitativa, como la
glucemia. Estos analisis de varianza se complementaron con contrastes de
igualdad de pares de medias con el método DMS (minima diferencia
significativa) con la correccion de Bonferroni.

Para comparar medias de datos apareados se usé el test de la t-Student para
datos aparados. La comparacion de proporciones para datos apareados se
realizé mediante el test de Mc Nemar.

La relacion entre variables cualitativas se realizé mediante analisis de tablas de
contingencia con el test de la x* de Pearson. Se complementé con un andlisis
de residuos para determinar las tendencias asociativas.

Se utilizé modelos de regresion y correlacion lineal obteniendo el coeficiente de
correlacion de Pearson.
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Se realizaron analisis multivariantes para el estudio de los factores de
confusién. La comparacion de grupos en funcion de varias variables
(cualitativas y cuantitativas) se analizaron mediante un analisis de covarianza.

Los valores se redondearon con dos decimales. Se utilizd un nivel de
significacion estadistica de 0,05 para todas las pruebas realizadas.

SUPLEMENTACION CON VITAMINA D EN EPILEPSIA: ESTUDIO EN 86
PACIENTES CON ANTIEPILEPTICOS CLASICOS Y DE NUEVA GENERACION



RESULTADOS.







RESULTADOS

1. DESCRIPCION GENERAL DE LA MUESTRA

1.1. DATOS DE SEGUIMIENTO

En todos los pacientes estudiados, la dosis de vitamina D/calcio fue de 400 Ul de
colecalciferol y 1500 mg de carbonato calcico. Se asumio un mismo tratamiento
para todos los pacientes del grupo suplementado (grupo VitD) en los analisis
siguientes.

A tres pacientes se les realizé un cambio de tratamiento durante el estudio (5%): en
dos casos se redujo la dosis de LEV hasta suspenderlo (por lo que no quisieron
realizar la analitica y densitometria de control) y en uno se cambié LEV por LCM al
quinto mes de estudio. Ningun paciente presentd crisis epilépticas durante el
periodo de seguimiento, ni fracturas.

Cinco pacientes refirieron presentar enfermedades endocrinas, que en los 5 casos
fue hipotiroidismo. Los parametros de TSH y T4 libre estaban dentro de limites
normales, por lo que no cumplian criterios de exclusion.

Las dosis medias por FAEs fueron las siguientes: CBZ: 629 mg/d (rango 400-800
mg/d); PHT: 300 mg/d; VPA: 1169 mg/d (rango 500-1600 mg/d); LEV: 1325 mg/d
(rango 500-3000 mg/d); ESL: 1000 mg/d (rango 800-1200 mg/d) y LCM 200 mg/d.

1.2. COMPARACION ENTRE LOS GRUPOS DE ESTUDIO: VARIABLES
CLIiNICAS Y DEMOGRAFICAS BASALES Y A LOS SEIS MESES

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos
a nivel basal en cuanto a variables demograficas, antropométricas, antecedentes
personales o historia de epilepsia, salvo en el caso de la proporcion de fumadores,
que fue mayor en el grupo no tratado (61% vs 17% en grupo tratado, p = 0,043).
Tampoco se encontraron diferencias en los meses de tratamiento, afios de
epilepsia, ni en la actividad fisica o el tipo de piel (Tabla 1.1).

En cuanto al IMC, no se detectaron diferencias entre el grupo tratado y el grupo
control, ni a nivel basal ni tras los seis meses de estudio.
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CHI-
FRECUENCIA (N) | CUADRADO SIGNIFICACION
VITD |CONTROL
SEXO hombre 17 25 0,147 0,702
mujer 10 12
ESTADO hombre 17 25
HORMONAL menstruacion activa 4 1,737 0,420
postmenopausia 4
ANTECEDENTES no 22 30 0,002 0,968
OSTEOPOROSIS si 5 7
HTA no 23 35 1,627 0,202
si 4 2
DM no 25 35 0,107 0,744
si 2 2
DLP no 20 32 1,579 0,209
si 7 5
FUMADOR ACTIVO no 23 23 4,093 0,043*
si 4 14
HABITO ENOLICO no 27 35 1507 0,220
si 0 2
ENFERMEDADES no 26 33 1,095 0,295
ENDOCRINAS si 1 4
TIPO DE CRISIS generalizadas 11 15 0 0,987
focales 13 14 0,68 0,409
convulsiones bilat 12 1,549 0,213
ETIOLOGIA genética 5 9
estructural 15 20 0,37 0,831
desconocida 7 8
TIPO FAE clasico 13 16 0,142 0,697
nuevo 14 21
CBz 5 2
FAE PHT 3 1
VPA 5 13 0,086
LEV 14 16
ESL 0 4 9,648
LCM 0 1

Comparacion de variables cualitativas entre el grupo tratado y el grupo control, mediante

el test de Chi-cuadrado. * p > 0.05. HTA: Hipertension. DM: diabetes. DLP: dislipemia. FAE: farmaco
antiepiléptico. VITD: grupo tratado con vitamina D y calcio.

En el grupo tratado se hall6 una mayor proporcion de pacientes en tratamiento con
CBZ con respecto al otro grupo (19% vs 5%), mientras que en el no tratado
predominaban los pacientes con VPA (35% vs 19%), y cuatro pacientes con ESL
(ausentes en el grupo tratado), pero estas diferencias no alcanzaron significacion
estadistica. La proporcidén de pacientes en tratamiento con LEV en el grupo tratado

y control fue similar (52% vs 43%).
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No se produjeron cambios significativos entre la actividad fisica basal y a los seis
meses en ninguno de los dos grupos. Tampoco se detectaron diferencias
significativas en cuanto a la toma de FAEs previos distintos al actual —-tomados
hasta, al menos, un afo antes de la inclusién en el estudio- entre los dos grupos.
Los FAEs referidos fueron: PHT (3 pacientes en el grupo tratado y 2 pacientes en el
grupo control; CBZ: 1:3, respectivamente; VPA: 0:1; LTG 0:1; Etosuximida 1:0).

CHI-
FRECUENCIA (N) [ CUADRADO |SIGNIFICACION
VITD [CONTROL
. 1 8 7
ACTIVIDAD FISICA** 2 4 6
3 5 4 0,661
4 5 10 2,407
5 5 10
*kk I 0 0
TIPO DE PIEL ' 10 8
I 15 21 0.318
v 2 7
\Y 0 3,524
VI 0 0
MEDICACION ninguna 17 26
CONCOMITANTE horm tiroideas 0 4
estatinas 4 3
anti-HTA 3 0,173
9,018
otros 3 3
si 5 7

Comparacioén de variables cualitativas entre el grupo tratado y el grupo
control, mediante el test de Chi-cuadrado. * p > 0.05. *** segun la clasificacion de actividad definida
en Material y Métodos seccidon 6.1.3. ***segun la escala de fototipos de Fitzpatrick.

La cantidad cuantificada de ingesta de vitamina D en la dieta segun la encuesta
nutricional realizada durante los tres dias previos (Tabla 1.2), revel6 una diferencia
estadisticamente significativa, siendo mayor en el grupo tratado que en el grupo no
tratado, a nivel basal (6,14 = 2,64 vs 4,43 + 3,42 ug, p = 0.038). Si aplicamos la
férmula de conversion a Ul (Holick, 2011), por la que 1 ug equivale a 40 Ul,
obtenemos una media de ingesta en los pacientes del grupo tratado de 245,6 Ul a
nivel basal, frente a 177,2 Ul para el grupo control. Es decir, los pacientes que
posteriormente tomaron suplementos de vitamina D y calcio ya tomaban una mayor
cantidad de vitamina D en la dieta. Sin embargo, esta diferencia no se mantuvo a
los seis meses.
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GRUPO VITD GRUPO CONTROL
(27) (37) Significacion

EDAD 44,48 + 17,66 39,43 + 14,14 0,209
PESO BASAL (kg) 76,54 = 13,37 80,07 = 20,52 0,438
PESO 6M (kg) 76,21 = 13,89 79,57 = 19,31 0,458
TALLA (m) 1,69 = 0,09 1,71 +0,10 0,276
IMC BASAL (kg/m?) 27 + 4,62 27,10 £ 5,70 0,937
IMC 6M (kg/m?) 26,95 = 4,83 27,18 £ 5,70 0,866
ANOS DE EPILEPSIA 10,02 = 10,79 10,32 = 7,65 0,895
MESES DE 62,30 = 63,98 73,65 = 66,96 0,498
TRATAMIENTO
DIETA VITAMINA D 6,14 + 2,64 4,43 = 3,42 0,038*
BASAL (ng)
DIETA VITAMINA D 7,04 £ 6,17 5,18 + 4,62 0,208
6M (ng)
DIETA CALCIO 859,41 + 281,31 810,87 + 308,53 0,525
BASAL (mg)
DIETA CALCIO 6M 875,20 = 331,66 916,96 = 540,45 0,725
(mg)

Comparacion de variables cuantitativas entre el grupo tratado y el grupo control
mediante el test de la t-student para variables independientes. IMC: indice de masa

corporal. 6M: 6 meses. *p<0,05

1.3.PARAMETROS BIOQUiIMICOS GENERALES EN GRUPO TRATADO Y

GRUPO CONTROL

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los parametros
bioquimicos generales estudiados entre el grupo tratado y el grupo control. Los
valores se detallan en la tabla a continuacion (Tabla 1.3).
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GRUPO
GRUPO VITD CONTROL Significacion
Glucosa basal 96,22 + 17,62 93,51 = 18,74 0,560
Glucosa 6m 95,08 = 20,36 92,42 = 19,04 0,612
Urea basal 33,3+9,43 33,32 +9,23 0,997
Urea 6m 32,68 = 8,54 34,58 £ 12,14 0,508
Creatinina basal 0,79 = 0,20 0,84 + 0,14 0,337
Creatinina 6m 0,82 + 0,22 0,84 = 0,15 0,373
Proteinas totales basales 7,33 +0,43 7,35 +0,42 0,814
Proteinas totales 6m 7,12 +0,45 6,96 + 0,62 0,565
Calcio basal 9,67 + 0,36 9,74 £ 0,32 0,428
Calcio 6m 9,66 + 0,36 9,61 0,42 0,680
Foésforo basal 3,52 +0,49 3,48 + 0,54 0,775
Fésforo 6m 3,46 + 0,77 3,64 = 0,83 0,413
Colesterol basal 192,67 + 37,004 188,84 + 31,79 0,659
Colesterol 6m 184,32 = 42,07 187,97 = 36,8 0,726
HDL basal 65,33 = 24,77 56,95 + 15,70 0,130
HDL 6m 61,20 = 22,03 57,52 = 17,88 0,485
LDL basal 108,44 = 33,39 111,70 = 27,05 0,668
LDL 6m 104,44 + 37,85 108,30 = 32,58 0,678
Triglicéridos basal 94,48 = 47,27 100,49 = 58,92 0,664
Triglicéridos 6m 92,64 = 54,07 110,58 = 60,54 0,247
GOT basal 20,26 = 5,06 21,65+ 8,76 0,463
GOT 6m 19,05 + 3,95 21,82 + 12,03 0,230
GPT basal 21,07 £ 7,82 24,43 + 14,72 0,243
GPT 6m 19,44 + 6,74 25,73 + 22,84 0,142
Fosfatasa alcalina basal 76,41 + 24,22 69,46 = 17,67 0,189
Fosfatasa alcalina 6m 69,44 + 23,06 66,12 =+ 17,45 0,535
GGT basal 25+ 14,16 28 + 20,02 0,508
GGT 6m 25,72 = 20,92 35,27 + 37,84 0,226
Folato basal 8,52 + 3,64 9,90 = 4,46 0,192
Folato 6m 8,56 + 3,88 8,54 + 3,43 0,984
Vitamina B12 basal 552,81 + 232,02 | 549,49 = 199,10 0,951
Vitamina B12 6m 568,25 + 216,08 | 520,73 + 183,83 0,375
Homocisteina basal 11,24 = 2,25 10,61 = 3,25 0,390
Homocisteina 6m 10,63 = 2,53 11,16 = 3,56 0,533
T4 basal 1,18 £ 0,17 1,20 = 0,21 0,657
T4 6m 1,18 £ 0,14 1,23 0,16 0,245
TSH basal 2,17 £ 0,79 2,32 1,69 0,636
TSH 6m 2,21 0,83 2,43 1,13 0,409

Comparacién de parametros bioquimicos generales entre el grupo tratado y el grupo
control mediante t-student para variables independientes. 6m: 6 meses.
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2. ANALISIS FACTORIAL

Realizamos un analisis factorial en el que se destacdé una distribucién de las
variables en siete componentes, que detallamos a continuacién. Este analisis
orientd el esquema de relaciones entre los posibles factores relevantes y otros
factores de confusion con las variables principales del estudio, tanto
densitométricas como bioquimicas (biomarcadores de remodelacion 6seo y niveles
de vitamina D).

- Primer componente: o Enfermedades endocrinas
o sDMO lumbar basal
o DMO lumbar basal - Tercer componente:
o sDMO lumbar 6m o LDL basal
o DMO lumbar 6m o Colesterol basal
o T-score lumbar basal o Colesterol 6m
o T-score lumbar 6m o LDL6m
o Z-score lumbar basal o IMC basal
o Z-score lumbar 6m o IMC6m
o ZIT score lumbar basal o Peso basal
o ZIT score lumbar 6m o Peso6m
o sDMO femoral basal o TG6m
o sDMO femoral 6m o Folato 6m
o FAE clasico/nuevo o FAos diferencia basal-6m

o TSH6mM

- Segundo componente: o GPT6m
o FRAX HF basal o Vitamina D diferencia
o FRAXHF 6m basal-6m
o DMO femoral 6m o IMC diferencia basal-6m
o DMO femoral basal o GOT6m
o T-score femoral basal
o T-score femoral 6m - Cuarto componente:
o Z-score femoral basal o glucosa basal
o Z-score femoral 6m o glucosa 6m
o ZIT score femoral basal o sDMO femoral diferencia
o ZIT score femoral 6m basal-6m
o Edad o DMO femoral diferencia
o Foésforo 6m basal-6m
o HTA o ZIT score diferencia basal-
o FRAX MO basal 6m
o Ureabm o DLP
o Homocisteina basal o TG basal
o Tabaquismo o OC6m
o Habito endlico o GGT basal
o Folato basal o GGT6m
o Proteinas totales o CTX basal
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Se desecharon las ultimas variables de los componentes (o colas) para los analisis

o Calcio basal
NTX basal
o GOT basal

Quinto componente:

o vitamina D 6m
FAos basal
FAos 6m
Vitamina D basal
FA 6m
NTX 6m

Crisis generalizadas
PTH basal
Creatinina 6m
Proteinas totales 6m
Crisis focales

CTX 6m

PTH 6m

T4 basal

GPT basal

Urea basal

O 0O 0O 000 00 O o0 o o o0 o o o o

Sexto componente:
o sexo
talla
T4 6m
HDL basal
Creatinina basal

O O O O

CTX diferencia basal-6m
NTX diferencia basal-6m

O O 0O 0O 0O 0o O o0 O O

RESULTADOS

P1NP 6m

HDL 6m

FRAX MO 6m
Homocisteina 6m
Dieta calcio basal
Dieta vitamina D basal
Antecedentes osteoporosis
Calcio 6m

FAEs previos

Dieta vitamina D 6m
Diabetes

- Séptimo componente:

o
O
o

O O O 0O O 0O O O

siguientes, ya que la correlacion era muy pequena.

3.

ESTUDIO DE

CONFUSION

POSIBLES

P1NP diferencia basal-6m
OC diferencia basal-6m
Z/T  lumbar diferencia
basal-6m

sDMO Ilumbar diferencia
basal-6m
DMO lumbar
basal-6m

OC basal
P1NP basal
Vitamina B12 basal
Afios de epilepsia
TSH basal
Vitamina B12 6m
Fésforo basal
Meses de

diferencia

tratamiento

FACTORES DE

En base a los hallazgos del analisis factorial, se estudiaron los posibles factores de
confusiéon como el género, los meses de tratamiento, los niveles de homocisteina,
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vitamina B12, acido fdlico, glucemia y otros antecedentes personales como edad,
tabaquismo, alcoholismo, hipertension arterial y dislipemia.

3.1.GENERO

En la poblacion estudiada, las mujeres presentaron menores DMO tanto a nivel
femoral como a nivel lumbar, basales y a los seis meses (femoral basal: 0.82 = 0.14
vs 0.98 = 0.18 g/m?, p = 0.001; femoral 6 meses: 0.84 + 0.14 vs 0.96 + 0.18 g/m?, p
= 0.006; lumbar basal: 0.98 = 0.13 vs 1.13 = 0.21 g/m?, p < 0.007; lumbar 6 meses:
0.97 + 0.3 vs 1.12 = 0.19 g/m? p = 0.002). Sin embargo, no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre hombres y mujeres en la evolucion sufrida por
la DMO a los seis meses (aumento o disminucion), tanto a nivel femoral como a
nivel lumbar (Figura 3.1). La z/t femoral y lumbar también fue menor en mujeres
(femoral basal: -0.23 + 1.14 vs 0.61 = 1.69, p = 0.022; femoral 6 meses: -0.07 +
1.05 vs 0.40 + 1.47, ns; lumbar basal: -0.68 + 1.09 vs 0.69 + 1.68, p = 0.0017;
lumbar 6 meses: -0.70 = 1.14 vs 0.57 = 1.52, p = 0.0017), pero tampoco se encontrd
diferencias estadisticamente significativas ente géneros en la evolucion de este
parametro a los 6 meses (Figura 3.2).

1.2

“HOMBRE
“MUJER

DMO FEMORAL DMO FEMORAL 6M DMO LUMBAR DMO LUMBAR 6M
BASAL BASAL

Figura 3.1. Densidad mineral 6sea (DMO) en hombres y mujeres a nivel basal y a los 6 meses
(femoral y lumbar) * p<0.05
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0,8
0.6

0.4

0,2
- * * *
0 “HOMBRE

= MUJER
FEMORAL BASAL FEMORAL &M LUMBAR BASAL LUMBAR 6M v

oz

-0.4

-0,6

-0.8

Figura 3.2. Valor del z/t score en hombres y en mujeres, a nivel basal y a los 6 meses (femoral y
lumbar) * p<0.05

3.2.MESES DE TRATAMIENTO

Se realiz6 un analisis de correlaciéon entre los meses de tratamiento y las diferentes
variables densitométricas y biomarcadores de remodelacion 6sea, en toda la
muestra, no encontrando ninguna correlacién significativa excepto, de forma
aislada, para la diferencia de osteocalcina entre la determinacion basal y a los seis
meses, con un coeficiente de correlacion de Pearson R = 0,31 (p = 0,018).

En el grupo tratado, se encontr6 una correlacion positiva entre los meses de
tratamiento y el aumento de DMO lumbar tras los 6 meses (R = 0,392, p = 0,047)
pero no se correlacion6 de forma significativa con los valores basales de DMO
lumbar ni femoral. Tampoco se detectd ninguna correlacion significativa entre los
meses de tratamiento y el resto de parametros en este grupo.

En el grupo control, no se encontraron correlaciones significativas con los meses
de tratamiento salvo con los valores de osteocalcina basales, que presentaron una
correlaciéon negativa (R =-0,343, p = 0,037)
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3.3.NIVELES DE HOMOCISTEINA

Se compararon las medias de homocisteina entre los dos grupos estudiados, tanto
a nivel basal como a los seis meses y las diferencias entre ellas, sin encontrar
diferencias estadisticamente significativas.

GRUPO Significacion
GRUPO VITD CONTROL bilateral
HOMOCISTEINA BASAL 11,24 + 2.25 10,61 + 3.25 0,191
HOMOCISTEINA 6M 10,63 = 2,53 11.16 = 3,56 0,275
HOMOCISTEINA DIFERENCIA 0,64 =210 0,33 + 3,62 0,273

Comparacioén de niveles de homocisteina séricos entre el grupo tratado y el grupo
control, mediante la prueba t-student para variables independientes.

3.4. TABAQUISMO

Se analizo la influencia del habito tabaquico en los pacientes incluidos en el estudio
sobre los parametros bioquimicos y densitométricos. 18 pacientes presentaban
habito tabaquico activo en el momento del estudio, cuatro de ellos fueron
suplementados con vitamina D y calcio y 14 fueron seguidos como controles. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los fumadores y los no
fumadores en cuanto a medias de DMO lumbar o femoral, tanto basal como a los 6
meses, t-score o0 z-score lumbar y femoral (basal y 6 meses), ni en cuanto a los
marcadores de remodelacion 6seo basales o a los 6 meses. Tampoco se
observaron cambios significativos en los niveles de vitamina D basales o a 6
meses.

3.5. OTROS FACTORES DE CONFUSION: VARIABLES CUALITATIVAS

Se realiz6 un ANOVA de dos vias para analizar la posible influencia de las
siguientes variables sobre la evolucion de los biomarcadores de remodelacion 6sea
y los parametros densitométricos tras los 6 meses, en funcion de pertenecer al
grupo tratado o el grupo control:

- Hipertensién arterial

- Dislipemia

- Habito endlico

- Antiepiléptico clasico o de nueva generacién

Unicamente se consiguieron destacar relaciones significativas en los parametros
qgue se detallan a continuacion:
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- el unico factor que se relacion6 de forma independiente con el cambio en los
niveles de osteocalcina fue el tratamiento con un antiepiléptico clasico o de
nueva generacion (p = 0,025)

- la evolucién de la DMO femoral se relacion6 de forma independiente con la
suplementacion con vitamina D (p = 0,003), el tratamiento con un FAE
clasico o de nueva generaciéon (p = 0,039) y con la DLP (p = 0,009). En el
caso de la z/t-score femoral, se mantuvieron los mismos factores:
suplementacion con vitamina D (p = 0,006) y DLP (p = 0,033), aunque el
tratamiento con FAE clasico o de nueva generacion no alcanzé la
significacion estadistica (p = 0,066)

- el cambio en los niveles de vitamina D, en el resto de biomarcadores de
remodelacion 6sea y de los parametros densitométricos lumbares no se
relacionaron con ningun factor de forma independiente.

3.6. OTROS FACTORES DE CONFUSION: VARIABLES CUANTITATIVAS

Se procedidé a realizar un analisis de covarianza para variables cuantitativas para
determinar las posibles influencias de los niveles de vitamina B12, folato, TSH,
glucemia, edad, IMC y anos de epilepsia. Al ajustar por estos factores de confusion,
la suplementacion con vitamina D se destac6 como un variable relacionada de
forma independiente con los cambios en los niveles de CTX (p = 0,009) y de OC (p
= 0,019), mientras que la edad fue la unica que se relacion6 con la FAos (p =
0,020). Los parametros densitométricos no mostraron estar influenciados por
ninguno de los factores analizados.

Cabe destacar que la variacion de los niveles de vitamina D séricos se vieron
influidos por la glucemia, tanto basal (p = 0,0713) como a los 6 meses (p = 0,018),
por lo que incluimos las dos variables de glucemia como factores de confusion a
tener en cuenta en los analisis siguientes. La suplementacién con vitamina D no
alcanz6 la significacion estadistica, aunque si mostro una tendencia a la
significacion (p = 0,067).

4. POLIMORFISMOS GENETICOS

4.1. DESCRIPCION GENERAL DE LA MUESTRA

La distribucion de los polimorfismos genéticos asociados al metabolismo 6seo en la
poblacidn de estudio se describe en la tabla a continuacion (Tabla 4.1 y Grafica
4.1).
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POLIMORFISMO | Alelos Frecuencia | Porcentaje Total
COL1A1 SS 38 59,4

Ss 12 18,7

ss 14 21,9 64
CTR-ALU | AA 5 7,8

Aa 21 32,8

aa 38 59,4 64
ESR1P-PVU II PP 30 46,9

Pp 14 21,9

pp 20 31,3 64
ESR1X-XBA | XX 10 15,6

Xx 25 39,1

XX 29 45,3 64
VDRB-BSM | BB 11 17,2

Bb 33 51,6

bb 20 31,3 64
VDR-FOK | FF 25 39,1

Ff 33 51,6

ff 6 9,4 64

Tabla 4.1 Distribucién por alelos para cada polimorfismo del
metabolismo 6seo estudiado, de toda la muestra.

Frecuencia alelos polimorfismos

40
35
30
25
20
15

e Ty ¥

SS Ss ss AA Aa aa PP Pp pp XX Xx xx BB Bb bb FF Ff ff

COL1A1 CTR-ALU|I ESR1P-PVU ESR1X-XBA IVDRB-BSM | VDR-FOK |
!

Grafica 4.1. Distribucion de frecuencias de cada polimorfismo del metabolismo éseo estudiado,
en toda la muestra
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4.2. POLIMORFISMOS EN EL GRUPO VITAMINA D/CONTROL

Se compararon las frecuencias de los distintos polimorfismos genéticos entre los
pacientes del grupo tratado y los del grupo control, y no encontrando ninguna
diferencia estadisticamente significativa entre ellos (Tabla 4.2).

Vit D
Total Chi- | significacion
Si No cuadrado

COL1A1 SS 14 24 38
1.096 0,295

Ss/ss 13 13 26

CTR-ALU | AA 3 2 5
Aa 8 13 21 0.795 0,672

aa 16 22 38

ESR1P-PVU II PP 12 18 30
Pp 5 9 14 0.8 0,670

pp 10 10 20

ESR1X-XBA | XX 4 6 10
Xx 9 16 25| 0.853 0,653

XX 14 15 29

VDRB-BSM | BB 4 7 11
Bb 14 19 33| 0.219 0,896

bb 9 11 20

VDR-FOK | FF 10 15 25
Ff 14 19 33 0.2 0,905

ff 3 3 6

. Comparacién de frecuencias de cada uno de los alelos para los polimorfismos del
metabolismo dseo entre el grupo tratado y control, mediante la prueba Chi-cuadrado.

Se realizé un ANOVA de dos vias para cada uno de los polimorfismos y de los
parametros densitométricos, teniendo en cuenta la suplementacion con vitamina D
y ajustando siempre con la glucemia basal y a los 6 meses como factor de
confusiéon. Los resultados obtenidos se desglosan a continuacion por
polimorfismos.

4.2.1. POLIMORFISMO DEL GEN COL1A1

No se encontrd una relacion entre los distintos polimorfismos del gen
COL1A1 y la DMO femoral o lumbar, z/t femoral o lumbar, ni con la evolucion
de los niveles de vitamina D.
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4.2.2. POLIMORFISMO DEL GEN CTR-ALUI

Tampoco se encontrd ninguna relacion entre los polimorfismos del gen CTR
ALUIl y la DMO femoral o lumbar ni con la z/t femoral o lumbar. Por el
contrario, si que se detectdé una distinta evolucidén en los niveles de vitamina
D séricos entre los grupos AA, Aa y aa, en funcién de si habian tomado
suplementacién con vitamina D o no (p = 0,017), pero los resultados del
ANOVA indicaron que esta diferencia no era debida al propio polimorfismo
(Tabla 4.3).

CTR ALUI GRUPO VITD GRUPO CONTROL
AA 6,90 = 10,32 -0,80 = 1,14
Aa 5,37 + 4,14 3,01 £ 4,55
aa 6,20 = 4,44 5,12 + 7,56

. Diferencias entre los niveles basales de vitamina D y a los 6
meses, expresadas en medias (ng/ml) + desviacién estandar, en
funcién del tipo de polimorfismo del gen CTR ALUI y la suplementacion
de vitamina D.

4.2.3. POLIMORFISMO DEL GEN ESR1P-PVU

El polimorfismo del gen ESR1P-PVU si que se relaciond con los cambios en
la z/t femoral de forma independiente (p = 0,046), asi como la toma de
suplementacion con vitamina D (p = 0,031). La DMO femoral también mostro
una tendencia a la significacion (p = 0,068), pero no asi los parametros
lumbares o los niveles de vitamina D (Tabla 4.4).

PP Pp ppP
DMO FEMORAL VITD 0,02+ 0,12 0,12+0,16 0,01 = 0,05
(g/m?) CONTROL | 0,001 0,05 | -0,03+0,05 -0,02 = 0,05
ZIT FEMORAL VITD -0,09 = 1,01 0,97 = 1,33 0,06 = 0,65
CONTROL | -0,20+0,59 | -0,19 = 0,40 -0,21 + 0,40
DMO LUMBAR VITD 0,02 + 0,05 0,01 = 0,07 0,02 = 0,05
(g/m?) CONTROL | -0,02+0,06 | 0,002+ 0,06 0,02 = 0,05
ZIT LUMBAR VITD 0,2+0,4 0,13+ 0,57 0,15+ 0,53
CONTROL | -0,23+0,54 | -0,005 = 0,57 0,12 = 0,56

. Diferencias entre los valores de DMO y z/t femoral y lumbar
basales y a los 6 meses, expresadas en medias (g/mz) + desviacion
estandar, en funcion del tipo de polimorfismo del gen ESR1P PVU y la
suplementacién de vitamina D.
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4.2.4. POLIMORFISMO DEL GEN ESR1X-XBA

En el caso del polimorfismo del receptor para estrogenos ESR1X, el ANOVA
revel6 que, ajustando segun este polimorfismo, se destacaba Ia
suplementacién con vitamina D como factor independiente relacionado con

en cambio de

las z/t femorales vy
respectivamente) y el cambio de la DMO lumbar (p = 0,044).

lumbares

(P

= 0,017 y 0,031

XX Xx XX

DMO FEMORAL VITD 0,09 = 0,16 0,02 +0,18 0,01 = 0,04
(g/m?) CONTROL | -0,04+0,04 | 0,002+0,06 | -0,02=0,02

ZIT FEMORAL VITD 0,93 + 1,44 0,19 = 1,43 0,06 = 0,58
CONTROL | -0,62 +0,45 | -0,09+0,55 -0,20 + 0,35

DMO LUMBAR VITD -0,0009 + 0,09 | 0,03 = 0,06 0,01 = 0,05
(g/m?) CONTROL | -0,05+0,03 | -0,008 = 0,07 0,01 = 0,05

Z/T LUMBAR VITD 0,05 + 0,81 0,23+ 0,48 0,16 = 0,47
CONTROL | -0,57 +0,19 | -0,09 = 0,58 0,09 = 0,52

. Diferencias entre los valores de DMO y z/t femoral y lumbar
basales y a los 6 meses, expresadas en medias (g/mz) + desviacion
estandar, en funcién del tipo de polimorfismo del gen ESR1X XBA y la
suplementacién de vitamina D.

4.2.5. POLIMORFISMO DEL GEN VDR-BSM

Ajustando segun el polimorfismo del receptor de vitamina D, se encontré de
nuevo que la suplementacién con vitamina D fue un factor relacionado de
forma independiente con el cambio de los parametros lumbares (DMO
lumbar: p = 0,028; z/t lumbar: p = 0,040).

BB Bb bb

DMO FEMORAL VITD 0,004 +0,10 | 0,05=0,13 -0,03 = 0,09
(g/m?) CONTROL | 0,01 +0,03 -0,02 = 0,04 -0,003 + 0,05

ZIT FEMORAL VITD 0,05 + 0,83 0,47 = 1,06 -0,22 + 0,93
CONTROL | 0,03 +0,47 0,27 £ 0,42 -0,22 + 0,60

DMO LUMBAR VITD 0,05 + 0,02 0,01 = 0,06 0,01 = 0,04
(g/m?) CONTROL | -0,04 = 0,05 0,01 0,07 -0,006 = 0,06

ZIT LUMBAR VITD 0,42 + 0,21 0,12 £ 0,57 0,10 = 0,38
CONTROL | -0,35 = 0,43 0,02 = 0,64 0,01 = 0,42

. Diferencias entre los valores de DMO y z/t femoral y lumbar
basales y a los 6 meses, expresadas en medias (g/mz) + desviacion
estandar, en funcion del tipo de polimorfismo del gen VDR BSM y la
suplementacién de vitamina D.
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4.2.6. POLIMORFISMO DEL GEN VDR-FOK

El polimorfismo del gen VDR-FOK sin embargo no se relacioné con ningun
cambio en los parametros densitométricos.

5. ESTUDIO SEGUN FARMACOS
CLASICOS/NUEVA GENERACION

Se analizd, a nivel basal, los parametros de metabolismo 6seo determinados para
los pacientes en funcion del FAE que estuvieran tomando, y posteriormente se
comparo la evolucion de estos parametros tras la toma o no de suplemento de
vitamina D dividiendo los FAEs en clasicos (PHT, VPA y CBZ) o de nueva
generacion (LEV, LCM y ESL).

Para el primer analisis, debido al bajo numero de pacientes con algunos farmacos,
se procedi6 a agrupar los FAEs por mecanismo de accion en inductores
enzimaticos (PHT, CBZ y ESL), inhibidores enzimaticos (VPA) y neutros (LEV y
LCM).

5.1.CARACTERISTICAS GENERALES DE LA MUESTRA

Se encontr6 una diferencia significativa entre FAEs en cuanto al tiempo de
tratamiento, que fue menor en los pacientes tratados con LEV o LCM, y en los afios
de epilepsia, que también fue significativamente menor en los pacientes tratados
con estos ultimos (Tabla 5.1). Tras la correccion de Bonferroni, los meses de
tratamiento seguian manteniendo una diferencia estadisticamente significativa con
una p < 0,001 entre el grupo con inhibidores y con FAEs neutros.
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INDUCTORES INHIBIDORES NEUTROS Significacion
(15) (18) (31) bilateral

EDAD (afos) 45,27 + 15,43 37,61 = 10,74 42,56 = 15,79 0,377
PESO BASAL (kg) 72,89 = 16,96 83,08 = 20,70 78,74 16,16 0,266
TALLA (m) 1,65 = 0,09 1,72 £ 0,11 1,71 £0,09 0,122
IMC BASAL (kg/m?) 26,49 = 5,54 27,68 = 4,55 26,97 = 5,57 0,807
ANOS DE EPILEPSIA 12,4 + 8,53 13,39 + 8,21 7,27 = 9,03 0,038*
MESES DE 64,27 + 62,57 119,56 + 83,97 41,65 + 29,25 0,001~
TRATAMIENTO

DIETA VITAMINA D 4,99 + 2,64 4,83 = 3,60 5,44 + 3,27 0,801
BASAL (ng)

DIETA CALCIO 767,10 = 192,36 776,25 = 288,98 | 897,01 + 333,37 0,261
BASAL (mg)

. Comparacion entre variables basales demograficas, antropométricas, dietéticas y
duracion del tratamiento y la enfermedad, en funcion del tipo de FAE, mediante un ANOVA de
una via. *p<0,05.

En cuanto a las variables cualitativas, en el analisis mediante tablas de
contingencia se observo una diferencia significativa en la distribucidn por género de
los pacientes entre los distintos FAEs, con una mayor frecuencia de hombres
tratados con inhibidores y neutros, mientras que los FAEs inductores se
encontraban mas en mujeres (inductores: 60% mujeres; inhibidores: 83,3%
hombres; neutros: 67,7% hombres; p = 0,0317).

También se observé una diferencia en la distribucion de etiologias de la epilepsia,
por FAEs: los farmacos inductores estaban presentes en mayor frecuencia en
pacientes con epilepsias estructurales o de origen desconocido (53,3% y 40%,
respectivamente), mientras que los farmacos inhibidores se repartian entre
epilepsias genéticas y estructurales (44,4% para las dos); los FAEs neutros
estaban presentes tanto en epilepsias estructurales (61,3%) como genéticas o
desconocidas (16,1% y 22,6% respectivamente); todo ello con una p = 0,044.

Para el resto de variables no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas.
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5.2.VARIABLES ANALITICAS GENERALES
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INDUCTORES INHIBIDORES NEUTROS Significacion
(15) (18) (31) bilateral

GLUCOSA 93,67 = 12,99 98,89 = 26,49 93,84 = 14,61 0,832
UREA 30,27 = 6,84 35,44 = 9,08 33,58 = 9,66 0,274
CREATININA 0,73 = 0,20 0,82 = 0,11 0,86 = 0,16 0,093
PROTEINAS 712 = 0,45 7,32z 0,32 7,46 = 0,42 0,031*
CALCIO 9,46 = 0,34 9,82 = 0,35 9,76 = 0,27 0,003*
FOSFORO 3,68 = 0,46 3,48 = 0,59 3,42 = 0,49 0,292
COLESTEROL 196,87 = 32,13 195,28 = 30,57 | 184,55 = 36,41 0,404
HDL 77,93 = 26,42 48,44 = 13,37 59,03 = 13,99 0,001
LDL 102,40 = 30,53 121,44 = 27,16 | 107,71 = 29,74 0,147
TRIGLICERIDOS 82,47 = 42,49 126,83 = 73,79 | 88,68 = 38,52 0,041*
GOT 19,60 = 4,47 21,94 = 8,95 21,26 = 7,67 0,657
GPT 21,73 = 6,58 24,28 = 14,59 22,90 = 13,27 0,842
FA 82,73 = 17,76 60,67 = 16,80 74,19 = 21,49 0,006*
GGT 40,33 = 19,12 27,72 = 20,38 19,58 + 10,37 0,002**
VITAMINA B12 550,73 = 258,64 | 658,67 = 240,61 | 484,03 + 136,31 0,028*
HOMOCISTEINA 9,21 = 2,96 10,66 + 1,13 11,81 = 3,18 0,008*
T4 1,06 = 0,17 1,26 = 0,23 1,22 = 0,16 0,005*
TSH 2,23 = 1,60 2,26 = 1,63 2,26+ 1,12 0,997

. Comparacion entre variables analiticas generales en funcién del tipo de FAE, mediante

un ANOVA de una via. *p<0,05. **p<0,005.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los distintos tipos
de FAEs en las siguientes variables analiticas generales a nivel basal: proteinas

totales,

calcio, HDL,

triglicéridos,

fosfatasa alcalina,

GGT, vitamina B12,

homocisteina y hormona tiroidea T4 (Tabla 5.2). Aplicando la correccion de
Bonferroni, se mantenian las siguientes diferencias de forma estadisticamente

significativa:

- Proteinas totales: inferiores en pacientes con FAEs inductores que con
neutros (p = 0,027)
- Calcio: niveles inferiores en pacientes con FAEs inductores que con
inhibidores (p = 0,002) o neutros (p = 0,003)
- HDL: niveles mas elevados en pacientes con FAEs inductores que con
inhibidores (p < 0,001) o neutros (p = 0,003)
- Triglicéridos: niveles mas elevados en pacientes con FAEs inhibidores que
en pacientes con FAEs neutros (p = 0,046)

- Fosfatasa alcalina:

inductores que con inhibidores (p = 0,006)

niveles mas elevados en pacientes con FAEs
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- GGT: niveles mas elevados en pacientes con FAEs inductores que con
FAEs neutros (p < 0,001)

- Vitamina B12: niveles inferiores en pacientes con FAEs neutros que con
VPA (p = 0,015)

- Homocisteina: niveles mas elevados de homocisteina en pacientes en
tratamiento con FAEs neutros que con FAEs inductores (p = 0,010)

- Hormona tiroidea T4: niveles mas bajos en pacientes con FAEs inductores
que en pacientes con FAEs inhibidores (p = 0,006) o neutros (p = 0,019).

5.3.BIOMARCADORES DE REMODELACION OSEA

En cuanto a los marcadores de remodelacion 6sea en funcion del tipo de FAE,
unicamente se destaco una diferencia estadisticamente significativa en los niveles
de P1NP basales, que fueron mas bajos en los pacientes tratados con inhibidores
(p = 0,040) y tras la correccion de Bonferroni se mantuvieron significativamente
mas bajos que los niveles de P1INP de los pacientes en tratamiento con FAEs
neutros (p = 0,046); y en cuanto a los niveles de osteocalcina basal, fueron mas
elevados en el grupo de pacientes tratados con LEV que en los tratados con VPA,
con la correccion de Bonferroni (p = 0,044). Comparando los niveles de OC basal
mediante una variable cualitativa dicotomica (alterado/no alterado) teniendo en
cuenta género y rango de edad, se siguio detectando una diferencia significativa en
la prueba de Chi-cuadrado, ya que el porcentaje de OC alterada era mayor en el
caso del VPA que para LEV (39% vs 6,5%, p = 0,013) El resto de parametros no
mostro diferencias significativas (Tabla 5.3).

INDUCTORES INHIBIDORES NEUTROS Significacién
(15) (18) (31) bilateral

PTH (pg/ml) 32,20 = 9,24 28,28 = 8,48 28,55 = 12,79 0,512
B-CTX (ng/ml) 0,39 = 0,14 0,34 = 0,14 0,45+ 0,25 0,078
NTX (nmol/L) 15,89 = 7,71 17,37 = 7,43 15,98 = 7,61 0,798
OC (ng/ml) 20,54 = 6,44 18,69 = 7,31 23,60 = 9,07 0,114
P1NP (ng/ml) 56,04 = 22,52 42,82 = 14,55 56,06 = 24,89 0,040*
FAos (U/L) 12,59 = 4,36 9,63 = 3,02 12,07 = 5,82 0,154
Vitamina D (ng/ml) 15,65 = 6,56 21,30 = 8,12 20,10 = 9,92 0,159

. Comparacion entre biomarcadores de remodelacion ésea en funcion del tipo de FAE,

mediante un ANOVA de una via. *p<0,05.

5.4.PARAMETROS DENSITOMETRICOS

A nivel femoral no se encontraron diferencias significativas entre los distintos FAEs,
pero a nivel lumbar si que se detectdé una menor DMO en los pacientes en
tratamiento con FAEs inductores comparados con los FAEs inhibidores (0,970 =
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0,14 vs 1,127 = 0,27 g/m? p = 0,022) y con los FAEs neutros (0,970 = 0,14 vs
1,106 = 0,15 g/m?, p = 0,025). Sucedi6 de igual manera para los valores de sDMO,
t-score y z/t-score lumbares (Tabla 5.4).

INDUCTORES INHIBIDORES NEUTROS Significacion
(15) (17) (31) bilateral
DMO femoral 0,862 + 0,19 0,946 = 0,20 0,937 + 0,18 0,361
sDMO femoral 919,9 = 152,8 1018,4 = 990,7 980,6 + 189,2 0,327
t-score femoral -0,10 £ 1,75 0,43 + 1,50 0,10 = 1,42 0,613
z-score femoral 0,45+ 1,35 0,65 + 1,57 0,69 = 1,46 0,865
z/t-score femoral 0,07 = 1,78 0,63 + 1,55 0,26 + 1,49 0,595
DMO lumbar 0,970 + 0,14 1,127 + 0,27 1,106 = 0,15 0,013*
sDMO lumbar 1043,5 + 147,5 1230,2 + 292,2 1195,5 + 163,2 0,009*
t-score lumbar -0,76 =+ 1,19 0,59 + 2,29 0,36 = 1,36 0,018*
z-score lumbar -0,17 £ 1,34 0,71 £ 2,07 0,63 1,23 0,153
z/t-score lumbar -0,69 + 1,16 0,60 = 2,17 0,43 + 1,32 0,016*
FRAX® MO 3,12 1,63 2,39 + 1,41 2,44 + 1,22 0,240
FRAX® HF 0,44 = 0,64 0,21 0,29 0,41 +0,82 0,540

. Comparacion entre parametros densitométricos y riesgo de fractura (FRAX®) en funcion
del tipo de FAE, mediante un ANOVA de una via. *p < 0,05.

Se procedié a clasificar a los pacientes en funcion de su z/t-score lumbar para
valorar el grado de osteopenia, obteniendo los resultados que se describen en el
grafico 5.5. Se encontr6 una mayor frecuencia de osteopenia en pacientes en
tratamiento con FAEs inductores que con el resto de FAEs (p = 0,039).

120,0%
100,0%
80,0%
60,0%
40,0%
20,0%
0,0%

LZIT<-1
Z/T>-1

INDUCTORES

46,7%
53,3%

INHIBIDORES
33,3%
66,7%

NEUTROS
12,9%
87,1%

Z/T<-1
Z/T>-1

Distribuciéon de pacientes con z/t-score lumbar inferior a -1 en funcidn
del tipo de FAE.
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6. BIOMARCADORES DE REMODELACION OSEA

6.1.

GRUPO TRATADO Y GRUPO CONTROL

BIOMARCADORES DE REMODELACION OSEA: COMPARACION

GRUPO VITD | GRUPO CONTROL | Significacion
PTH basal (pg/ml) 28,37 = 9,23 30,03 £ 12,05 0,553
PTH 6m (pg/ml) 31,28 = 16,54 26,21 = 12,22 0,204
PTH diferencia basal- 2,08 £ 12,33 -3,82 + 7,78 0,046
6m (pg/ml)
B-CTX basal (ng/ml) 0,40 = 0,24 0,41+ 0,17 0,909
B-CTX 6m (ng/ml) 0,36 = 0,18 0,44 = 0,22 0,261
B-CTX diferencia -0,05 + 0,16 0,04 = 0,11 0,015
basal-6m (ng/ml)
NTX basal (nmol/L) 14,90 = 7,67 17,41 = 7,28 0,186
NTX 6m (nmol/L) 10,04 = 7,57 13,25 = 8,51 0,147
NTX diferencia basal- -5,23 + 7,38 -4,22 + 6,78 0,596
6m (nmol/L)
OC basal (ng/ml) 21,29 + 942 21,65+ 7,34 0,865
OC 6m (ng/ml) 19,62 = 7,54 21,69 + 7,60 0,307
OC diferencia basal- -1,78 = 4,62 0,20 = 4,33 0,099
6m (ng/ml)
P1NP basal (ng/ml) 51,77 = 20,52 52,75 = 23,91 0,865
P1NP 6m (ng/ml) 45,41 = 18,50 49,82 + 21,32 0,412
P1NP diferencia -6,28 = 10,63 -2,80 = 20,77 0,447
basal-6m (ng/ml)
FAos basal (U/L) 11,76 = 5,19 11,32 £ 4,77 0,730
FAos 6m (U/L) 9,75 + 4,48 10,24 = 4,35 0,676
FAos diferencia -1,94 + 2,04 -1,29 = 2,05 0,234
basal-6m (U/L)

Comparacién de biomarcadores de remodelacion ésea entre el grupo
tratado y el grupo control, t-student para variables independientes. *p<0,05
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Se realizd una comparacion de medias entre el grupo tratado y el grupo control,
mediante la realizacién de una prueba de t-student para variables independientes
(Tabla 6.1).

En este analisis no se encontraron diferencias significativas entre los valores de los
distintos marcadores de remodelacion o6sea en funcibn de haber tomado
tratamiento con suplementos de vitamina D y calcio o no, salvo en el caso de la
hormona paratiroidea y los p-crosslaps. Los niveles de PTH aumentaron en los
pacientes suplementados mientras que disminuyeron en los del grupo control (2,1 +
12,3 vs -3,8 = 7,8 pg/ml, p = 0,046). En cuanto a los niveles de $-CTX, se observo
una disminucion a los 6 meses en el grupo suplementado mientras que en el grupo
control, por el contrario, se apreci6 un aumento, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (-0,05 = 0,16 vs 0,04 + 0,22 ng/ml, p = 0,015).

Se procedid a clasificar los niveles de los biomarcadores teniendo en cuenta los
rangos de normalidad en funcidn del grupo poblacional (género y edad),
dividiéndolos en “alterado”/’no alterado”. Se realiz6 una comparacién entre los
datos basales y a los seis meses, tanto en el grupo vitD como en el grupo control,
no encontrando diferencias estadisticamente significativas en la prueba de
McNemmar para los valores de OC, P1NP, FAos, $-CTX, y NTX.

Sin embargo, realizando un contraste de medias apareadas en el grupo vitD, si se
apreciaba una diferencia estadisticamente significativa entre las determinaciones
basales y tras el tratamiento en el caso de los siguientes biomarcadores:

- NTX: se observo una disminucion de este marcador de resorcion 6sea tras
los seis meses de estudio, con una diferencia de 5,23 = 7,38 nmol/L (p =
0,002).

- Los marcadores de formacién 6sea disminuyeron de forma estadisticamente
significativa tras el tratamiento: OC (1,78 + 4,62 ng/ml, p = 0,066), P1NP
(6,28 + 10,63 ng/ml, p = 0,007), FAos (1,94 + 2,04 U/L, p < 0,001).

- Los niveles de vitamina D aumentaron, como era esperable: 5,9 + 4,77
ng/ml, p < 0,001. Curiosamente, los niveles de PTH aumentaron también,
pero no alcanzaron la significacion estadistica (2,08 + 12,32 pg/ml, ns).

Se realiz6 el mismo analisis en el grupo control, encontrando lo siguiente:

- una disminucién de los niveles de PTH (3,82 + 7,78 pg/ml, p = 0,008) y un
aumento de los niveles de vitamina D (3,99 = 6,47 ng/ml, p = 0,001)

- una disminucién de uno de los marcadores de formacion ésea (FAos: 1,29 +
2,05 U/L, p = 0,001). El resto de marcadores de formacion no mostraron
diferencias significativas.
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- De los marcadores de resorcion 0sea, el NTX mostré una disminucion
estadisticamente significativa (4,22 + 6,78 nmol/L, p = 0,007) pero no asi los
niveles de p-CTX, que aumentaron sin alcanzar la significacion estadistica
(0,04 = 0,11 ng/ml, p = 0,077).

FA

OC (ngimilys”
~ NTX(nmolfl) BCONTROL

BVITD

CTX (ng/ml)

'—P*HW_
VITAMINA D (ng/ml) *
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o
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Grafica 6.1. Diferencias evolutivas a los 6 meses de cada uno de los biomarcadores de
remodelacion dsea, en el grupo tratado y el grupo control.

6.2.NIVELES DE VITAMINA D: COMPARACION ENTRE GRUPO TRATADO
Y GRUPO CONTROL

Para los niveles de vitamina D en sangre (25-OH-vitamina D):

GRUPO VITD GRUPO CONTROL | Significacién

Vit D basal (ng/ml) 19,42 = 7,71 19,38 + 9,75 0,495
Vit D 6m (ng/ml) 25,46 = 6,34 22,23 + 7,56 0.045*
Diferencia Vit D 6,20 £ 4,61 3,99 £ 6,47 0,111

basal-6m (ng/ml)
Tabla 6.2. Comparacién de niveles de vitamina D séricos entre el grupo tratado y el
grupo control mediante la prueba t-student para variables independientes

Comparando los niveles de vitamina D basal, no se encontraron diferencias
significativas entre el grupo que tomé suplementacion y el control (19,4 + 7,7 vs
19,4 = 9,7 ng/ml, ns). A los 6 meses, tras el tratamiento, el grupo vitD presentaba
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unos niveles de vitamina D medios superiores a los determinados en el grupo
control, alcanzando la significacion estadistica en el analisis univariante (25,5 = 6,3
vs 22,2 = 7,6 ng/ml, p=0,045). La diferencia entre los valores de vitamina D al inicio
y tras los seis meses de estudio no fue distinta de forma significativa entre los
pacientes tratados y los que no (6,2 + 4,6 vs 4 + 6,5 ng/ml, ns).

NIVELES DE VITAMINA D

6 meses .
Control
basal ‘ = VitD

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00
ng/ml

Grafica 6.2. Niveles séricos de vitamina D en los grupos tratado y control, en
basal y a los 6 meses.

Sin embargo, comparando los valores a los 6 meses con los basales en cada
grupo, si que existia una diferencia estadisticamente significativa, tanto en el grupo
tratado como en el control. En los dos casos, los niveles de vitamina D en sangre
aumentaron a los seis meses (de 19,42 a 25,46 ng/ml, p < 0,001 para el grupo vitD,;
y de 19,38 a 22,23 ng/ml, p = 0,001 para el grupo control).

6.3. CORRELACION ENTRE NIVELES DE VITAMINA D Y BIOMARCADORES
DE REMODELACION OSEA

Se analizd la posible correlacion entre los niveles de vitamina D y los distintos
biomarcadores de remodelacion 6sea, encontrando unicamente una correlacion
negativa entre los niveles de vitamina D y de PTH a los 6 meses (R =-0,448, p =
0,025) en el grupo vitD, mientras que en grupo control no se encontraron
correlaciones estadisticamente significativas.
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6.4. COMPARACION EN PACIENTES CON DEFICIENCIA E INSUFICIENCIA
DE VITAMINA D BASAL

Si se agrupan los pacientes en funcion de la clasificacion aceptada de deficiencia,
insuficiencia y nivel adecuado de vitamina D, se obtiene la siguiente distribucién:

Vit D 6m
> 30 20-29,9
ng/ml ng/ml <20 ng/ml| Total
Vit D > 30 ng/ml 4 2 0 6
basal 20-29,9 ng/ml 6 11 2 19
<20 ng/ml 2 12 19 33
Total 12 25 21 58

Distribucién de frecuencias en funcion de la clasificacion de
deficiencia/insuficiencia/suficiencia, en toda la muestra.

El numero de pacientes con valores normales de vitamina D aumento tras los seis
meses de estudio, pasando de 6 a 12 (del 10 al 20%); los pacientes en rango de
insuficiencia de vitamina D también aumentaron (19 a 25) mientras que los
pacientes que presentaban unos niveles definidos como deficiencia de vitamina D
disminuyeron (33 a 21; del 57 al 36%). Todo ello alcanzé una significacion
estadistica en la prueba de McNemar-Bowker con una p = 0,071.

Analizando cada grupo por separado, se observo que, en el grupo vitD, esta
evolucion fue aun mas llamativa, aumentando el numero de pacientes con niveles
de vitamina D por encima de 30 ng/ml de 3 a 7 (del 12 al 28%), los pacientes en
rango de insuficiencia del 44 al 56% y mientras los que se encontraban en rango de
deficiencia (por debajo de 20 ng/ml) disminuyeron de 11 a 4 (del 44 al 16%), todo
ello de forma estadisticamente significativa (p = 0,019). Sin embargo, en el grupo
control no se observaron cambios significativos con respecto al numero de
pacientes en cada rango de niveles.
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Grafica 6.3. Distribucién de pacientes en cada grupo en funcion de la clasificacién por niveles de
vitamina D séricos.

Se utilizé esta divisibn por grupos para analizar la posible repercusion de la
suplementacién con vitamina D sobre los biomarcadores de remodelacion 6seo en
los pacientes con unos niveles de vitamina D basales inferiores a los niveles
recomendados (< 30 ng/ml).

En el grupo tratado, la PTH aumentd ligeramente, sin alcanzar significacion
estadistica, y el resto de parametros de remodelacion, tanto de formacion como de
resorcion Osea, disminuyeron; en el caso del NTX, OC, PINP y FAos de forma
estadisticamente significativa (Tabla 6.4).

Media + desviacion Sig.
tipica (bilateral)
PTH basal - PTH 6m 4,18 + 14,24 0,183
B-CTX basal — B-CTX 6m 0,05 +0,16 0,158
NTX basal — NTX 6m 4,96 + 7,51 0,007
OC basal - OC 6m 1,78 = 4,71 0,090
P1NP basal - PINP 6m 6,83 = 10,72 0,007
FAos basal — FAos 6m 2,13 +2,07 <0,001

Tabla 6.4. Comparacién de medias apareadas (t-student) de biomarcadores de
remodelacion 6sea en pacientes con niveles basales de vitamina D inferiores a
30 ng/ml, grupo tratado. * p<0,05
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En el grupo control, por el contrario, en los pacientes con niveles basales de
vitamina D inferiores a 30 ng/ml, se observé una disminucion de PTH de forma
significativa (3,97 + 6,55 pg/ml, p = 0,002), asi como de NTX (3,78 + 6,55 nmol/L, p
= 0,002) y de FAos (1,25 + 2,12 U/L, p= 0,003). Sin embargo, se produjo un
aumento significativo de CTX a los seis meses (-0,04 = 0,11 ng/ml, p = 0,035)
(Tabla 6.5).

Media + desviacién Sig.
tipica (bilateral)
PTH basal — PTH 6m 3,97 + 6,55 0,002
B-CTX basal — g-CTX 6m 004 +0.11 0.035
NTX basal — NTX 6m 3,78 + 6,55 0,004
OC basal - OC 6m -0,28 + 4,42 0,733
P1NP basal - PINP 6m 2,54 + 21,77 0,527
FAos basal — FAos 6m 1,25+ 212 0,003

Comparacion de medias apareadas (t-student) de biomarcadores de
remodelacion 6sea en pacientes con niveles basales de vitamina D inferiores a
30 ng/ml, grupo control. * p<0,05

6.5.RELACION ENTRE IMC Y NIVELES SERICOS DE VITAMINA D

Se encontré una correlacion negativa estadisticamente significativa entre el IMC
basal y los niveles de vitamina D basales (R = -0,422, p = 0,028), asi como entre el
IMC a los 6 meses y los niveles de vitamina D a los 6 meses (R = -0,546, p =
0,005), unicamente en el grupo vitD.

7. RESULTADOS DENSITOMETRICOS

7.1.COMPARACION ENTRE EL GRUPO VITD Y EL GRUPO CONTROL

La DMO femoral y lumbar basales fueron menores en el grupo vitD que en el grupo
control (0,84 = 0,16 vs 0,98 = 0,18 g/m?, p = 0,02; 1,02 = 0,15 vs 1,12 = 0,22 g/m?,
p = 0,027, respectivamente). A los seis meses se mantenia la diferencia de la DMO
femoral entre los dos grupos pero ya no resultaba estadisticamente significativa

para la DMO Ilumbar. Tampoco se apreciaron diferencias estadisticamente
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significativas entre los dos grupos en los cambios entre la DMO femoral y lumbar a
los seis meses con respecto a las basales, aunque existia una tendencia a
aumentar en el caso del grupo tratado y a disminuir en el no tratado.

DMO DMO

1.14
1,12

1.1
1,08
1,06
1.04

0.85 1,02
1
08 I I 0,98 l
0,96
0,75

LUMBAR BASAL LUMBAR 6M

g/m2
g/m2

FEMORAL BASAL FEMORAL 6M

"VITD "CONTROL "VITD "CONTROL

Grafica 7.1. Comparacion de DMO femoral y lumbar, basal y a los 6 meses, entre el grupo
tratado y el grupo control, mediante la prueba t-student para variables independientes.

El z/t score femoral basal fue menor en los pacientes del grupo vitD (-0,36 = 1,37 vs
0,82 + 1,53, p = 0,002). Esta diferencia se mantenia a los seis meses, siendo la z/t
score femoral mas baja en el grupo tratado que en el grupo control (-0,21 + 1,21 vs
0,58 = 1,37, p = 0,024). Sin embargo, la diferencia entre la z/t score femoral basal y
la determinada a los seis meses fue positiva en el caso del grupo tratado (la z/t
score mejord), mientras que fue negativa en el grupo control, con una diferencia
estadisticamente significativa en el analisis univariante (0,17 + 0,98 vs -0,19 = 0,49,
p =0,038).

En cuanto a la z/t score lumbar, también fue significativamente mas baja en los
pacientes del grupo tratado al inicio del estudio (-0,29 + 1,29 vs 0,58 + 0,3, p =
0,035) y tras el tratamiento la diferencia se habia reducido y ya no alcanzaba
significacion estadistica (-0,13 + 1,36 vs 0,32 = 1,63, ns). El cambio en este
parametro tras los seis meses de estudio fue positivo en el caso de los pacientes
tratados (aumento de la z/t score lumbar) mientras que en los pacientes no tratados
sigui® una evolucidn negativa (disminucion de la z/t score lumbar), y la
comparacion de medias no alcanzé una significacion estadistica en el analisis
bivariante pero si en el univariante (0,18 + 0,47 vs -0,06 + 0,54, p = 0,035).
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Comparacion del valor z/t-score femoral y lumbar, basal y a los 6 meses, entre el
grupo tratado y el grupo control, mediante la prueba t-student para variables independientes. *
p<0.05

GRUPO VITD GRUPO CONTROL | Significacion
DMO femoral basal 0,84 + 0,16 0,98 + 0,18 0,020*
DMO femoral 6m 0,86 = 0,14 0,97 = 0,18 0,015*
DMO femoral diferencia 0,02 =0,11 -0,01 = 0,05 0,191
sDMO femoral basal 911,39 + 161,41 1035,48 = 193,66 0,010*
sDMO femoral 6m 929,40 = 147,37 1016,70 = 186,42 0,057
sDMO femoral diferencia 22,12 +78,15 -15,13 + 69,29 0,062
t-score femoral basal -0,51 = 1,31 0,63 = 1,48 0,002**
t-score femoral 6m -0,37 £ 1,15 0,35+ 1,32 0,031*
t-score femoral diferencia 0,15 + 0,99 -0,21+0,5 0,075
z-score femoral basal 0,005 = 1,28 1,09+ 1,4 0,003**
z-score femoral 6m 0,26 = 1,14 0,84 + 1,27 0,084
z-score femoral diferencia 0,19+1,08 -0,15+ 0,49 0,134
z/t score femoral basal -0,36 = 1,37 0,83 + 1,53 0,002**
z/t score femoral 6m -0,21 = 1,21 0,58 = 1,37 0,024*
z/t score femoral diferencia 0,17 = 0,98 -0,19 + 0,49 0,076

Comparacién de parametros densitométricos femorales entre el grupo
tratado y el grupo control, t-student para variables independientes. DMO expresada
en g/mz; sDMO en mg/cmz; t y z-score en desviaciones estandar *p<0,05; **p<0,005
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En las Tablas 7.1 y 7.2 se desglosan los valores de las distintas variables
densitométricas y la comparacion entre grupo vitD y grupo control.

GRUPO VITD | GRUPO CONTROL | Significacion
DMO lumbar basal 1,02 + 0,15 1,12 = 00,22 0,027*
DMO lumbar 6m 1,04 + 0,16 1,10 = 0,21 0,232
DMO lumbar diferencia 0,02 + 0,05 -0,01 £ 0,06 0,101
sDMO lumbar basal 1097,11 = 159,85 | 1222,92 + 231,73 0,019*
sDMO lumbar 6m 1116,4 = 168,07 1191,05 = 222,93 0,164
sDMO lumbar diferencia 21,51 + 56,13 -7,32 + 68,83 0,093
t-score lumbar basal -0,33 = 1,31 0,51+ 1,85 0,049*
t-score lumbar 6m -0,16 = 1,37 0,23 +1,70 0,332
t-score lumbar diferencia 0,19 = 0,47 -0,06 = 0,54 0,064
z-score lumbar basal 0,04 = 1,19 0,76 = 1,72 0,057
z-score lumbar 6m 0,21 + 1,17 0,48 = 1,58 0,481
z-score lumbar diferencia 0,07 = 0,47 -0,12 £ 0,54 0,173
z/t score lumbar basal -0,29 = 1,29 0,58 =+ 1,77 0,035*
z/t score lumbar 6m -0,13 + 1,36 0,32 + 1,63 0,262
z/t score lumbar diferencia 0,18 = 0,47 -0,06 = 0,55 0,077

Comparacién de parametros densitométricos lumbares entre el grupo
tratado y el grupo control, t-student para variables independientes. DMO expresada
en g/mz; sDMO en mg/cmz; t y z-score en desviaciones estandar *p<0,05

En el analisis se aprecia que el porcentaje de riesgo de fractura determinado por el
FRAX era mayor en los pacientes del grupo vitD al inicio del estudio, pero
posteriormente se equipara al del grupo control, tras los seis meses de tratamiento
(Grafica 7.3).

HF oM | Bkl 5
HF BASAL | il o 61
M CONTROL
MO 6M 232,73 VIT D
MO BASAL b2 > oo

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

Comparacion entre los dos grupos del riesgo FRAX, tanto de fractura en cadera (HF)
como en cualquier localizacion, tanto a nivel basal como a los 6 meses.
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7.2.CORRELACION CON LOS NIVELES DE VITAMINA D

Determinamos el coeficiente de correlacion de Pearson para detectar el porcentaje
de dependencia entre los niveles de vitamina D y la DMO femoral y lumbar tanto
basal como a los 6 meses, en el grupo suplementado y en el grupo control.

7.2.1. GRUPO VITD

Los niveles de vitamina D basales (25-OH-vitamina D) se correlacionaron de
forma significativa con los niveles de vitamina D a los seis meses, con una
dependencia de 63% (p < 0.001) y de forma inversa con el incremento de
vitamina D tras el tratamiento (R = -0.543, p = 0.005). También se
correlacionaron positivamente con la DMO femoral tanto basal como a los
seis meses (23%, p = 0,01; y 32%, p = 0.003, respectivamente), pero no con
la DMO lumbar.

Sin embargo, los niveles de vitamina D a los 6 meses no se correlacionaron
de forma estadisticamente significativa con ninguno de los parametros
analizados.

El incremento de vitamina D en el grupo tratado mostraba una dependencia
inversa con la DMO femoral a los 6 meses (R =-0.478, p = 0.016), es decir,
a mayor incremento de vitamina D, menor DMO femoral tras el tratamiento.

Por otro lado, la DMO femoral y lumbar mostraron una correlacion positiva
entre las basales y las determinadas a los seis meses.

7.2.2. GRUPO CONTROL

En el grupo no tratado, por el contrario, no encontramos correlacion
significativa entre los niveles de vitamina D y ninguno de los parametros
densitométricos analizados. Los niveles de vitamina D basales se
correlacionaron con los niveles determinados a los seis meses, y la DMO
femoral y lumbar unicamente mostraron correlacién positiva entre sus
valores basales y los controles a los seis meses.
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7.3.COMPARACION EN PACIENTES CON DEFICIENCIA E INSUFICIENCIA

DE VITAMINA D BASAL

Al dividir los pacientes de cada grupo segun los niveles de vitamina D basales, se
excluyeron los que presentaban niveles adecuados de vitamina D y se analizaron
los parametros densitométricos en los pacientes que presentaban deficiencia o
insuficiencia de vitamina D basal. En ellos se observaron los siguientes resultados :

7.3.1. GRUPO VITD

Todos los parametros densitométricos estudiados (femorales, lumbares y
FRAX) mostraron una mejoria a los seis meses, con una diferencia
estadisticamente significativa en la DMO, sDMO y z/t score a nivel lumbar:

- la DMO, sDMO vy z/t score femorales aumentaron, aunque no
alcanzaron significacion estadistica

- la DMO lumbar pasé de 1,01 g/m2 a 1,03 g/m2 tras los seis meses de
tratamiento (p = 0,072). La sDMO sufrié una evolucion similar (Grafica 6.5).

- la z/t score lumbar aumenté de -0,42 a -0,18 (p = 0.015).

- el porcentaje de riesgo de fractura medido por el FRAX disminuyo en
sus dos determinaciones, sin alcanzar la significacion estadistica.
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Grafica 7.4. DMO en los pacientes del grupo tratado que presentaban unos niveles de vitamina D
basales <30 ng/ml.
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Grafica 7.5. sDMO en los pacientes del grupo tratado que presentaban unos niveles de vitamina D
basales <30 ng/ml.
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Grafica 7.6. z/t-score femoral y lumbar en los pacientes del grupo tratado que presentaban unos
niveles de vitamina D basales <30 ng/ml.
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Grafica 7.7. Riesgo FRAX en los pacientes del grupo tratado que presentaban unos niveles de
vitamina D basales <30 ng/ml.

7.3.2. GRUPO CONTROL

En el grupo control, por el contrario, no s6lo no se observd una mejoria, sino
un empeoramiento de los parametros densitométricos, en este grupo
concreto con niveles basales de vitamina D por debajo de 30 ng/ml.
Curiosamente, la unica diferencia estadisticamente significativa encontrada
en este grupo de pacientes fue el z/t score femoral, que disminuy6 de 0,78 a
0,61 (p = 0,05). Las diferencias en el resto de parametros no alcanzaron
significacion estadistica.
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Grafica 7.8. DMO femoral y lumbar en los pacientes del grupo control que presentaban unos
niveles de vitamina D basales <30 ng/ml.
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Grafica 7.9. DMO femoral y lumbar en los pacientes del grupo control que presentaban unos
niveles de vitamina D basales <30 ng/ml.

7.3.3. GRUPO VITD Y CONTROL EN FUNCION DEL GENERO

Se realiz6 este mismo analisis en funcidon del género para determinar la
influencia del mismo en los parametros densitométricos, no encontrando
diferencias estadisticamente significativas salvo los parametros de DMO
lumbar en los hombres del grupo vitD, que mejoraron tras el tratamiento: la
DMO lumbar aumenté en 0,03 + 0,06 g/m? (p = 0,011) y la z/t score aumentd
en 0,27 + 0,55 (p = 0,012). En las mujeres, tanto en el grupo tratado como
en el no tratado, ninguna diferencia alcanzé la significacion estadistica.
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7.3.4. COMPARACION GRUPO VITD Y GRUPO CONTROL

En los pacientes con los niveles de vitamina D basales inferiores a 30 ng/ml,
se realizd un analisis comparando las evoluciones de los parametros
densitométricos entre el grupo vitD y el grupo control, mediante un ANOVA.
La DMO femoral no mostro diferencias estadisticamente significativas entre
los dos grupos, pero la DMO lumbar, al ajustar con la glucemia, si que reveld
una diferencia significativa entre el grupo vitD y el control, con un aumento
de la DMO de 0,027 = 0,047 g/m? en el grupo vitD vs una disminucién de
0,003 + 0,064 g/m? en el grupo control (p = 0,025).

8. RELACION ENTRE FAES Y PARAMETROS
BIOQUIMICOS Y DENSITOMETRICOS

8.1.CAMBIOS EN BIOMARCADORES Y VARIABLES DENSITOMETRICAS
EN FUNCION DEL TIPO DE FAE CON/SIN SUPLEMENTACION

Se realiz6 un ANOVA de dos vias para detectar la posible influencia del tipo de
FAE (clasificado como se definio anteriormente en inductores, inhibidores y
neutros) en la evolucion de los biomarcadores de remodelacién 6sea, niveles de
vitamina D y parametros densitométricos en los pacientes, tras haber llevado
suplementacién con vitamina D o no.

El tipo de FAE no demostré ninguna influencia sobre el cambio en los niveles de
vitamina D o los parametros densitométricos (DMO y z/t femoral y lumbar). Por el
contrario, si que se detectaron cambios relacionados con el tipo de FAE pero no
con la suplementacion de vitamina D en cuanto a los niveles de NTX (p = 0,042) y
de OC (p = 0,008), (Tabla 8.1).

También se destacd la suplementacion con vitamina D como unico factor
relacionado con la diferencia detectada en la z/t femoral a los seis meses, al ajustar
por FAEs y glucemia (aumento de 0,18 + 1 en el grupo vitD vs disminucién de 0,2
+0,48, p = 0,045), asi como con el cambio en los niveles de 3-CTX (disminucion de
0,05 + 0,16 ng/ml en el grupo vitD vs aumento de 0,04 + 0,11 ng/ml en el grupo
control, p = 0,022).
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INDUCTORES INHIBIDORES NEUTROS
(14) (15) (29) Significacion
VITD CONTROL VITD CONTROL VITD CONTROL
(7) ) (4) (11) (14) (15)
Vitamina D 6m -
vitamina D basal | 6.73+4,61 | 410392 |452+6,41| 508+6,2 | 6,41 4,48 | 3,15 = 4,61 0,737
PTH 6m - PTH
basal 7,43 12,57 | -2,86+4.78 | 1,5+5,26 | -2,27+ 9,84 | -0,62 = 13,4 | -5,4 = 7,38 0,672
B-CTX 6m — B-CTX
basal -0,04 +0,15| 0,12+ 0,13 | -0,04 + 0,1 | 0,03+0,1 | -0,06 £ 0,18 | 0,004 + 0,1 0,568
NTX 6m — NTX
basal 0,004 4,6 |-3,12+4,59 | -12,28 +6 | -4,39+8,49 | -5,46 + 7,38 | -4,61 = 6,62 0, 171
P1NP 6m — P1INP
basal -10,26 +9,9 | -14,67 =22 | -3,87 +8,3 | 1,44+ 11,9 | -4,97 = 11,6 | -0,36 + 24,2 0,707
FAos 6m - FAos
basal 245+15 | 242+31 |-224=+21| 054+14 | -16=23 | 1,317 0,777
OC 6m — OC basal
05132 [145+498 (091524 | 1,78+3,82 | -3,69+4,4 |-1,54+3,97 0,885++

. Comparacion entre las diferencias entre niveles basales y a los 6 meses (6m) de

biomarcadores de remodelacidon dsea y niveles de vitamina D en funcion del tipo de FAE, y la
suplementacion con vitamina D, mediante un ANOVA de dos vias. Se expresa la significacion
cruzada entre grupo vitD/control y tipo de FAE. “significacién sélo con FAE p=0,042. *“significacién
solo con FAE p=0,008

8.2.CAMBIOS EN BIOMARCADORES Y VARIABLES DENSITOMETRICAS
EN FUNCION DE LA CLASIFICACION CLASICO/NUEVA GENERACION

Se realiz6 otro analisis, esta vez dividiendo los FAEs en clasicos (PHT, CBZ y VPA)
y nueva generacion (LEV, LCM y ESL), para determinar su influencia en los
cambios de los biomarcadores de remodelacion o6sea y los parametros
densitométricos, mediante un ANOVA de dos vias, incluyendo como factor de
confusién las glucemias basales y a los 6 meses.

Los resultados en este caso fueron los siguientes:

- Los niveles de vitamina D no mostraron estar influenciados por el tipo
de FAE.

- Los niveles de NTX, PINP o FAos tampoco se vieron influidos por el
tipo de FAE.

- Los niveles de PTH y CTX no se vieron influidos por el tipo de FAE
pero al ajustar por estas variables, destacd la suplementacion con
vitamina D como factor relacionado de forma significativa con ellos (p
= 0,036y p = 0,017 respectivamente).

- Los niveles de OC si mostraron una relacion estadisticamente
significativa con el tipo de FAE (p = 0,002) pero no con la
suplementacién con vitamina D.

- La z/t-score femoral no se vio influida por el tipo de FAE pero al
ajustar por esta variable, la suplementacion con vitamina D si mostré
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tener una relacién estadisticamente significativa con este parametro
(p = 0,049).

- La DMO Ilumbar y z/t-score Ilumbar presentaron el mismo
comportamiento, y aunque no alcanzaron la significacion estadistica,
si mostraron una tendencia a estar relacionadas con la
suplementacion con vitamina D al ajustar por FAEs (p = 0,079 y p =
0,065 respectivamente).
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En nuestro estudio, los FAEs de nueva generacion no mostraron diferencias
significativas con los FAEs inductores enzimaticos en cuanto a la aparicion de
alteraciones del metabolismo 6seo. Los FAEs de nueva generacion se relacionaron
con unos menores niveles de vitamina D pero no con una menor DMO. Por otro
lado, la suplementacion con 400 Ul de colecalciferol y 1500 mg de carbonato
calcico tuvo un efecto beneficioso, aunque inferior al deseado, sobre los
parametros densitométricos de los pacientes.

Discutiremos a continuacion los resultados, desglosados por objetivos.

1. ALTERACIONES DEL METABOLISMO OSEO EN
FAES DE NUEVA GENERACION

En nuestra muestra, el FAE de nueva generacion predominante fue LEV, con 30
pacientes. La presencia de LCM fue anecdodtica —s6lo un paciente-, y ESL fue el
farmaco utilizado en monoterapia so6lo por cuatro pacientes de nuestra muestra, ya
que los criterios de inclusion especificaban que los pacientes debian encontrarse
en monoterapia estable durante mas de un afo con ese farmaco, y la ESL aparecio
en el mercado muy recientemente (en Espafia se comercializé en 2011).

Debido al bajo tamafio muestral con los farmacos LCM y ESL, y también en el caso
de PHT o CBZ (4 y 7 pacientes, respectivamente), no se pudo hacer un analisis
para cada FAE de forma independiente, por lo que decidimos agruparlos en funcién
de su patrén de interacciones como inductores enzimaticos, inhibidores y neutros,
como ya se venia haciendo en estudios anteriores (Farhat et al, 2002; Ensrud et al,
2008), anadiendo como novedad la clasificacion de “neutro” debido a la necesidad
de diferenciacion de los nuevos FAEs libres de interacciones. Como inductores
enzimaticos consideramos los clasicos PHT y CBZ, pero también la ESL, ya que, a
pesar de ser un FAE de nueva generacion, se ha visto que presenta interacciones
significativas con estatinas o anticonceptivos hormonales debido a su posible
induccion del CYP3A4 (Bialer and Soares-da-Silva, 2012). De igual manera, LCM
es un farmaco sin interacciones relevantes (Markoula et al, 2014) al igual que LEV
(Stepanova and Beran, 2014), por lo que se agruparon bajo el epigrafe de FAEs
neutros.

El elevado numero de pacientes en tratamiento con LEV en monoterapia si permitié
extraer conclusiones consistentes sobre la accion de este FAE sobre el
metabolismo 6seo. Los estudios realizados, hasta la fecha, en pacientes epilépticos
con LEV son escasos. En el estudio publicado por Koo et al, los pacientes

estuvieron expuestos a LEV durante un afio, ya que se trataba de un estudio
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longitudinal prospectivo en el que se iniciaba tratamiento con LEV como primer
antiepiléptico (Koo et al, 2102). Aunque la muestra era amplia — 61 pacientes en
monoterapia- el tiempo de exposicion al FAE fue inferior al de este estudio — mas
de tres afos de media -, por lo que los resultados probablemente no sean
comparables. En el estudio de Beniczky et al se incluyeron 17 pacientes en
monoterapia con LEV, entre otros FAEs (Benizcky et al, 2012) y en otro estudio
mas reciente, en poblacién pediatrica, se analizé la salud ésea de 20 nifios con
LEV en monoterapia (Serin et al, 2015). Nuestro estudio es el primero en analizar
los parametros del metabolismo 6seo en una muestra amplia de pacientes en
tratamiento cronico estable con LEV.

1.1.PARAMETROS DENSITOMETRICOS EN PACIENTES CON
LEVETIRACETAM

Los pacientes en tratamiento con LEV, en este estudio, presentaron unos valores
de DMO Ilumbar y femoral semejantes a los presentados por los pacientes en
tratamiento con VPA. Si que encontramos diferencias significativas al comparar los
valores de DMO vy z/t lumbar de los pacientes con LEV con los pacientes en
tratamiento con inductores enzimaticos, siendo inferiores en estos ultimos. El
porcentaje de pacientes con una z/t score lumbar inferior a -1 —rango de osteopenia
y osteoporosis- fue de 12,9%, inferior al encontrado en pacientes en tratamiento
con inductores enzimaticos o VPA.

La poblacion de este estudio era joven -41 afios de media, con un rango 19-82
afnos- y predominantemente masculina -42 hombres y 22 mujeres-. En el caso de
los pacientes con LEV, la edad media fue de 42 afios y un 68% de pacientes eran
hombres. La osteoporosis es una enfermedad mas prevalente en mujeres, como ya
hemos mencionado anteriormente (Kanis et al, 2013), y en personas mayores, por
lo que el estudio de las alteraciones del metabolismo 6seo en una poblacion como
la presente mitiga la posible influencia de los factores relacionados habitualmente
con la aparicién de osteoporosis, y refuerza la consistencia de nuestros resultados
en cuanto a la influencia directa de los FAEs como factor de riesgo para presentar
una DMO disminuida. Ademas, tuvimos en cuenta posibles factores de confusion
relacionados con una menor DMO en la poblacién epiléptica, bien como criterios de
exclusidon —politerapia, movilidad reducida, enfermedades endocrinas o medicacion
con efecto osteoporotico ya probado como los corticoides-, bien como factores
controlados en los analisis — tabaquismo, habito endlico, edad, género, dislipemia,
alteraciones de metabolismo hidrocarbonado o IMC- (Shen et al, 2104). Los afios
de epilepsia no se correlacionaron en nuestra muestra con los parametros
densitométricos ni con los biomarcadores de remodelacion ésea.

Las diferencias de DMO en funcion del género se han estudiado en personas con

epilepsia, pero en un rango de edad que difiere al de nuestra muestra. Sheth et al
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analizaron los valores de DMO en adolescentes en tratamiento con FAEs de forma
cronica, encontrando que tanto hombres como mujeres tenian densidades
inferiores a las de los controles, pero los hombres parecian estar mas afectados
que las mujeres a esa edad (Sheth et al, 2008). En nuestra muestra, las mujeres
presentaron valores de DMO inferiores a los de los hombres, tanto a nivel femoral
como a nivel lumbar, de forma estadisticamente significativa. El analisis por género
en el subgrupo de LEV no se realizo.

Los estudios realizados en ratones sobre el impacto tedrico de LEV sobre el hueso
apuntan a una probable disminucion de la DMO tras una exposicion prolongada
(Fekete et al, 2013), pero principalmente argumentan la existencia de una menor
resistencia en la estructura ésea, explicada por la afectacién predominante del
hueso trabecular (Nissen-Meyer et al, 2007). Es posible que la determinacion de la
DMO mediante DEXA no sea la herramienta mas indicada para determinar el
riesgo de fractura en estos pacientes, y actualmente se aboga por la utilizacién de
otras técnicas como la Trabecular Bone Score (TBS), una aproximacion mas fiable
a la microarquitectura trabecular ésea (Harvey et al , 2105).

1.2.BIOMARCADORES DE REMODELACION OSEA EN PACIENTES CON
LEVETIRACETAM

En cuanto a los marcadores de remodelacion 6sea, encontramos resultados
interesantes en el grupo de pacientes tratados con LEV.

En efecto, los niveles de vitamina D séricos no mostraron diferencias significativas
entre los distintos FAEs, y la media en el grupo de LEV fue de 20,10 + 9,92 ng/ml,
es decir, en el limite de la deficiencia de vitamina D. Algunos estudios han
relacionado el tratamiento con LEV con unos niveles de vitamina D similares a los
encontrados en pacientes con otros FAEs (Serin et al, 2015), aunque el perfil de
interacciones de este farmaco induciria a pensar que no tendria por qué alterar el
metabolismo de esta hormona. De hecho, se ha comunicado un aumento de los
niveles de vitamina D, asi como una mejora de la DMO en los pacientes en
tratamiento crénico con PHT que posteriormente cambiaron a LEV (Phabphal et al,
2013b).

Se podria argumentar que los hallazgos de deficiencia o insuficiencia de vitamina D
son el reflejo de la pandemia de hipovitaminosis D que sufrimos actualmente, aun
mas en los paises del Sur de Europa y en concreto en Espana (Hagenau et al,
2009; Holick, 2011; Olmos et al, 2015). Sin embargo, resulta desconcertante que
los niveles detectados basalmente en la muestra de este estudio, en los pacientes
en tratamiento con LEV, no difiera significativamente de la de pacientes en
tratamiento con farmacos de reconocida accidén catabodlica sobre la vitamina D

como son los inductores enzimaticos (Menon and Harinayaran, 2010).
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Los niveles de osteocalcina y de P1NP, por otro lado, fueron significativamente
mayores que los detectados en los pacientes con VPA, y sin diferencias
significativas con el grupo de inductores enzimaticos. Nuestros resultados apuntan
a una menor formacion ésea en el caso de VPA, mas que un aumento de los
marcadores de formacion en los pacientes con LEV. La reduccion de los niveles de
OC esta descrita en pacientes pediatricos en tratamiento prolongado con VPA
(Song et al, 2005), aunque también se ha descrito un aumento de OC al iniciar un
tratamiento con VPA de novo (Verrotti et al, 2010a).

En nuestro estudio, los niveles de osteocalcina se correlacionaron negativamente
con los meses de tratamiento y mostraron estar relacionados de forma consistente
con el tipo de FAE, al controlar otros factores de confusion. Los niveles de este
biomarcador disminuyeron en los pacientes en tratamiento con LEV a los seis
meses, tanto si recibieron suplementacién con vitamina D como si no. Teniendo en
cuenta que, en los pacientes en tratamiento con LEV, los meses de tratamiento
eran menores que para el resto de FAEs, podriamos inferir que la tendencia
evolutiva de la OC en presencia de LEV, en esta muestra, es a disminuir,
corroborando los resultados encontrados en estudios animales (Nissen-Meyer et al,
2007). No obstante, teniendo en cuenta la variabilidad de este biomarcador inter e
intra-sujeto (Vasikaran et al, 2011), debemos tomar estas conclusiones con
precaucion.

2. NIVELES DE VITAMINA D Y RELACION CON
LOS PARAMETROS MEDIDOS

2.1.NIVELES DE VITAMINA D, IMC Y GLUCEMIA

Los niveles de vitamina D eran bajos a nivel basal, tanto en el grupo que recibié
suplementacion como en el que no (19,42 = 7,71 vs 19,38 = 9,75 ng/ml), y se
situaban en rango de deficiencia segun los criterios actuales (Holick et al, 2011).
Estos niveles no mostraron estar relacionados con el tipo de FAE, tanto
separandolos segun el mecanismo de interacciones como en funcion de si eran
clasicos o de nueva generacion.

Por el contrario, si que encontramos una relacién con dos parametros de interés: el
IMC y la glucemia. En el grupo que recibié suplementacion, detectamos una
correlacion negativa entre el IMC y los niveles de vitamina D tras la
suplementacion, mientras que en el grupo control esta relacion no fue significativa.
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Este hallazgo refuerza la importancia de adaptar la dosis de vitamina D
suministrada a los pacientes en funcién de su IMC, como se recomienda en las
guias de Endocrinologia (Holick et al, 2011), y se ha comprobado en algunos
estudios (Ekwaru et al, 2014).

Por otro lado, la glucemia se revelé6 como un factor de confusion extremadamente
importante, incluso en pacientes que no presentaban una diabetes diagnosticada
(s6lo 4 pacientes en toda la muestra), y obligd a controlarlo en cada analisis
realizado en este estudio. En efecto, la relacion entre las alteraciones del
metabolismo hidrocarbonado y el metabolismo 6seo es objeto de un creciente
interés por parte de investigadores y clinicos. Prueba de ello son los nhumerosos
estudios publicados al respecto en los ultimos afios (revisados en Shanbhogue et
al, 2015). Hay evidencias de que la diabetes esta asociada a niveles de vitamina D
disminuidos, una mayor fragilidad 6sea, a pesar de presentar DMOs normales, y un
recambio 6seo disminuido (Starup-Linde et al, 2014). Los mecanismos no son del
todo conocidos pero se sabe de la relacién entre la hiperglucemia y el incremento
del riesgo de fractura (Shanbhogue et al, 2015).

2.2.NIVELES DE VITAMINA D Y DMO

Los niveles de vitamina D, en este estudio, se correlacionaron con la DMO femoral,
pero no con la lumbar, y sélo en el grupo suplementado. Existe cierta controversia
acerca de la importancia de los niveles de vitamina D para determinar la salud ésea
de un individuo. Se han realizado varios metanalisis en los que la suplementacion
con vitamina D sola no disminuia el riesgo de fracturas (Avenell et al, 2014) y se
han descrito déficits en la mineralizacion 6sea con niveles de vitamina D séricos
normales, en casos de bajo aporte de calcio en la dieta (Rosen and Taylor, 2013).
En el caso de la poblacion sometida a FAEs, hay estudios en los que si se
relaciona el déficit de vitamina D con una menor DMO (Kumandas et al, 2006; Kim
et al, 2007), pero en otros no (Fahrat et al, 2002; El-Hajj Fulheihan et al, 2008),
argumentando que el impacto de los FAEs en la salud ésea de los pacientes no
esta unicamente mediado por la vitamina D, como ya hemos analizado
anteriormente en el capitulo de Introduccion (seccion 2).

Sin embargo, se postula que la ausencia de respuesta positiva a la suplementacion
con vitamina D, con o sin calcio, puede ser debida a la variabilidad interindividual
de absorcion y metabolizacion de la vitamina D exdgena (Binkley et al, 2015).
Actualmente, se aboga por intentar normalizar los niveles de vitamina D, es decir,
suplementar al sujeto con vitamina D con dosis y presentaciones aun por dilucidar,
hasta sobrepasar los 30 ng/ml. A partir de ahi, parece existir cierto umbral, ya que
unos niveles superiores a 32 ng/ml no aportarian mas beneficio (Geller and Adams,
2008).
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3. EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON
VITAMINA D EN LA MUESTRA ESTUDIADA

3.1.AUMENTO DE NIVELES DE VITAMINA D EN EL GRUPO VITD Y EL
GRUPO CONTROL

Los pacientes que recibieron 400 Ul de colecalciferol y 1500 mg de carbonato
calcico diarios consiguieron incrementar sus niveles basales de vitamina D en 6,2
ng/ml, pero no alcanzaron los niveles de suficiencia (media para el grupo vitD 25,26
+ 6,43 ng/ml). El incremento alcanzado es el esperable para las dosis de
colecalciferol administradas (Jetter et al, 2014). Los pacientes del grupo control que
no tomaron suplementacién también vieron aumentados sus niveles séricos tras los
seis meses de estudio, aunque en menor cuantia. Esto pudo ser debido al cambio
estacional, ya que las segundas muestras se recogieron en primavera y verano. El
aumento era, en parte, previsible, debido a la latitud geografica de la zona donde
se realizd6 el estudio — Murcia - pero los estudios poblacionales realizados
apuntaban a un mayor déficit en verano, como ya se comento en la introduccion
(Pérez-Llamas et al, 2008). Por otro lado, el control de la exposicion solar individual
resulta extremadamente impreciso y poco fiable, como sabemos por estudios
previos (Binkley et al, 2007), por lo que preferimos prescindir de este parametro
durante el disefio del estudio.

Sin embargo, a pesar de que exista una diferencia significativa entre los valores de
vitamina D a los seis meses en el grupo control, los pacientes de ese grupo no
mostraron mejoria en los parametros densitométricos o en los biomarcadores de
remodelacion 6sea, mientras que los que recibieron suplementacion farmacoldgica
con vitamina D y calcio si lo hicieron. En efecto, se ha descrito que la
suplementacion diaria con vitamina D favorece la actividad osteoblastica sobre la
osteoclastica, sin relacionarse de forma estricta con los niveles séricos de calcidiol
(Takahashi et al, 2014).

Por otro lado, los pacientes que recibieron suplementacion, aunque no llegaron, en
su mayoria, a normalizar sus niveles de vitamina D, si que alcanzaron al menos el
rango de insuficiencia en su mayoria (20-29 ng/ml), y el porcentaje de pacientes
con deficiencia bajé de 44% a 16%, mientras que en el grupo control no hubo
cambios significativos con respecto al porcentaje de pacientes que se situaba en
cada rango.
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3.2.CAMBIOS EN LOS PACIENTES CON SUPLEMENTACION DE VITAMINA
DY CALCIO

En el grupo que recibié suplementacion observamos una mejoria en los z/t score
tanto lumbar como femoral, y un aumento de la DMO, que no alcanzoé la
significacion estadistica. Los pacientes partian de una DMO basal menor, ya que
ellos eran mas susceptibles de recibir un tratamiento por parte de su Neurdlogo
responsable, segun los criterios de practica clinica habitual, y para los que no se
dispone de ninguna guia especifica, como ya hemos mencionado en repetidas
ocasiones. Los pacientes suplementados no llegaron a equipararse con los del
grupo control en cuanto a DMO lumbar o femoral, pero si que observamos una
evolucion positiva en ellos, y una tendencia a la disminucion de la DMO en el caso
de los pacientes no suplementados. Curiosamente, esta evolucion era
independiente del FAE utilizado, y solo se relaciond con la suplementacion con
vitamina D y calcio.

La dosis de vitamina D utilizada en todos los pacientes de este estudio se basa en
los conceptos “antiguos” de suplementacion con vitamina D en pacientes
epilépticos o, incluso, en poblacion general (Mattson and Gidal, 2004, Sheth et al,
2007; Abou-Khalil, 2008). Las recomendaciones ultimas de las guias de
Endocrinologia apuestan por al menos 800 Ul diarias (Rosen et al, 2012), o incluso
1500-2000 Ul si hay déficit objetivado de vitamina D, y se llega a recomendar
triplicar la dosis en los pacientes en tratamiento con FAEs (Holick et al, 2011). En
nuestra muestra, observamos una mejoria de los parametros densitométricos en
los pacientes suplementados, pero, al no alcanzar los 30 ng/ml en el 72% de los
pacientes, deducimos que la dosis fue, probablemente, demasiado baja, o el
tiempo de suplementacidon demasiado corto para obtener mejores resultados,
aunque estudios mas prolongados con vitamina D obtuvieron resultados similares
(Mikati et al, 2006). La explicacion mas probable, por lo tanto, es que la dosis de
vitamina D administrada fue demasiado baja en la mayor parte de los casos.

Existe cierta controversia, ademas, con la necesidad de acompafar la
suplementacion de vitamina D con calcio (Chel et al, 2008, Rosen et al, 2012;
Gréber et al, 2013) y las recomendaciones se limitan a la vitamina D sin calcio,
siempre y cuando el aporte dietético de calcio esté garantizado. La suplementacion
administrada en este estudio se componia de colecalciferol y 1500 mg de
carbonato calcico y no se encontré un aumento significativo de los niveles de calcio
a los seis meses, pero debemos tener en cuenta que la ingesta de calcio
determinada mediante la encuesta nutricional era de 860-875 mg/dia, mientras que
las recomendaciones actuales se situan en 1000 mg/d (Ross et al, 2011).

Por otro lado, se eligido el parametro z/t-score debido a las peculiaridades de la

muestra a estudio. Los pacientes epilépticos suelen ser jovenes, pero en este
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estudio también analizamos pacientes mayores, y tanto hombres como mujeres,
por lo que habia un criterio de seleccion en cada caso, o bien para utilizar el t-
score, o bien para el z-score (Schousboe et al, 2013). El parametro FRAX®
también ha demostrado utilidad en la prediccion del riesgo de fractura (Compston,
2015), pero al utilizarlo como herramienta de seguimiento en los pacientes a los
seis meses, los resultados no fueron significativos. FRAX se ha utilizado
recientemente en un estudio con poblacion epiléptica, encontrando unicamente una
relacion entre este parametro y los afnos de epilepsia (Beerhosrst et al, 2013b),
pero el hecho de no incluir la toma de FAEs como factor de riesgo recogido
presenta una limitacion importante para su uso en el tipo de pacientes que nos
ocupan.

En cuanto a los biomarcadores de remodelacién 6sea, en el grupo suplementado
disminuyeron tanto los marcadores de formacion como de resorcion 0sea, al igual
que se ha publicado en estudios realizados en otros tipos de poblaciones (Cranney
et al, 2008). Asi mismo, encontramos también en el grupo suplementado una
correlacion negativa entre los niveles de vitamina D y los de PTH, aunque estos
ultimos parecieron aumentar tras la administracién de vitamina D, de forma no
significativa. Se ha descrito que la PTH puede permanecer elevada a pesar de la
replecion de vitamina D y calcio, y suele ser debido a un hiperparatiroidismo
secundario muy prolongado (Geller and Adams, 2008).

3.3.CAMBIOS EN LOS PACIENTES CON DEFICIENCIA E INSUFICIENCIA
DE VITAMINA D

Los pacientes que partian de niveles basales inferiores a 30 ng/ml presentaron una
disminucion significativa de los biomarcadores de formacion 6sea — OC, P1NP, y
FAos — ademas de una reduccion de uno de los marcadores de resorcion — NTX -,
sin tener en cuenta los FAEs con los que estaban tratados. El marcador PA1NP es el
biomarcador de formacién 6sea considerado de eleccion (Vasikaran et al, 2011),
por lo que este resultado es relevante.

En el grupo control, por el contrario, lo que encontramos fue un aumento del
marcador de eleccion de resorcion 0sea -p-CTX- mientras que los biomarcadores
de formacion se mantenian sin cambios significativos, para este subgrupo de
pacientes con deficiencia o insuficiencia de vitamina D basal.

La DMO y z/t lumbares aumentaron significativamente en los pacientes del grupo
suplementado, y la DMO y z/t femorales aumentaron pero no alcanzaron la
significacion estadistica. Por el contrario, en los pacientes que partian de niveles
basales bajos de vitamina D y no fueron suplementados, no hubo cambios
significativos en estos y demostraron una tendencia a la disminucion. Estos
hallazgos refuerzan la importancia de individualizar la suplementacién con vitamina
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D, incidiendo principalmente en los pacientes que presentan niveles séricos
disminuidos, ya que son los que mas se van a beneficiar de esta terapia para
mejorar su salud 6sea. En los pacientes epilépticos en tratamiento con FAEs que
estén en situacion de suficiencia de vitamina D, la suplementacion parece no tener
tanto beneficio, y se podrian plantear otro tipo de terapias, tanto preventivas —
ejercicio fisico, modificacion de habitos de vida, abstencién tabaquica -, como
terapéuticas — bifosfonatos — (Fedorenko et al, 2015).

4. PAPEL DE LOS POLIMORFISMOS GENETICOS

Las frecuencias de los polimorfismos genéticos del metabolismo 6seo estudiados
se corresponden con las halladas en estudios poblacionales previos (Uitterlinden et
al, 2006; Ralston and Uitterlinden, 2010). El unico polimorfismo que influy6 en los
cambios tras la suplementacion con vitamina D en nuestra muestra fue el del
receptor estrogénico, aunque parecia comportarse mas como un factor de
confusion que como un factor predisponente. El alelo “p” del polimorfismo ESR1P-
PVU destacé como favorecedor de una mejor respuesta a nivel densitométrico en
los pacientes suplementados. No se realizaron estudios por FAEs debido al
reducido tamafo muestral. Este hallazgo no ha sido descrito en la poblacién
epiléptica, aunque debe ser interpretado con precaucién debido a la complejidad de
las interacciones entre mecanismos hormonales en el metabolismo 6seo y su
relacion con la transcripcion genética.

5. CONSIDERACIONES FINALES Y FUTURAS VIAS
DE INVESTIGACION

La suplementacion con vitamina D con o sin calcio sigue sujeta a debate, y no sélo
en la poblacion expuesta a FAEs. En este estudio hemos comprobado que las
dosis que se emplean habitualmente, siguiendo criterios, en algunos casos,
unicamente basados en la practica clinica habitual, se alejan del objetivo
fundamental, que es prevenir las fracturas en los pacientes epilépticos, aunque si
generan una timida mejoria. En la muestra estudiada, observamos muy pocos
casos de osteoporosis establecida, segun criterios densitométricos, pero también
esta en entredicho la validez de estos criterios para diagnosticar la fragilidad o el
estado de salud 6seo en pacientes de alto riesgo, como los que nos ocupan.
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La vitamina D es, ademas, un actor implicado en muchas otras patologias, y su
deficiencia, fomentada por la administracién de FAEs, podria empeorar la calidad
de vida de los pacientes epilépticos, y no solo a nivel 6seo o muscular.

Se necesitan guias de manejo clinico y nuevas herramientas de diagndstico que
tengan en cuenta las peculiaridades de la poblacion epiléptica, por lo que son
precisos mas estudios y consensos sobre el cuidado de la salud 6sea y la
prevencion y tratamiento de la deficiencia de vitamina D en epilepsia.
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1. El farmaco antiepiléptico Levetiracetam no produjo cambios en la densidad
mineral 6sea en nuestra muestra, pero mostré un perfil similar al de los inductores
enzimaticos en cuanto a déficit de vitamina D. Ademas, detectamos una tendencia
a la disminucién de la formacion 6sea durante los seis meses de evolucién, no
dependiente de la suplementacion con vitamina D y calcio.

2. La suplementacién con 400 Ul de vitamina D y 1500 mg de carbonato calcico
diaria se asocié a un aumento de los parametros densitométricos femorales y
lumbares, siendo significativo para la z/t-score femoral, sin que el tipo de farmaco
antiepiléptico influyera en ello.

3. Los pacientes que presentaban, a nivel basal, deficiencia o insuficiencia de
vitamina D, se beneficiaron de forma mas evidente de la suplementacion con
vitamina D y calcio, objetivado mediante un incremento en sus parametros
densitométricos lumbares de forma significativa, y una disminucién de los
marcadores de remodelacion osea.

4. La suplementacién con 400 Ul de vitamina D y 1500 mg de carbonato calcico no
consiguid normalizar los niveles de vitamina D séricos en la mayoria de los
pacientes suplementados, por lo que dosis mas elevadas e individualizadas serian
probablemente necesarias para el manejo de los pacientes epilépticos.

5. Los polimorfismos del gen del receptor estrogénico se relacionaron con los
cambios en los parametros densitométricos tras la suplementacion con vitamina D

y calcio. La presencia del alelo “p” del polimorfismo ESR1P-PVU favorecié la
mejoria del z/t-score femoral en los pacientes suplementados.
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HOJA DE RECOGIDA DE DATOs

Estudio del metabolismo éseo en personas con epilepsia en tratamiento con antiepilépticos cldsicos y de nueva

generacion y suplementos de vitamina D.

GRUPO VIT.D - -

E TIPO DE PIEL
EDAD: ......PESO: ... ALTURA: ... IMC: ...... SEXO: Piel clara y pecas T
Piel blanca IT
ANTECEDENTES FAMILIARES -
1 ) O vl Piel blanca-morena ITI
. Osteoporosis si no Piel morena v
ANTECEDENTES PERSONALES Piel morena-oscura v
HTA si [ ] DM si [ ] DLP si [] Tabaco si [ ] Alcohol si[_] Enf.endocrinas si [] Piel negra Vi
no[] no [] no [] no[] no [] no []
paq/d:...... g/d.... (especificar)
HISTORTIA DE EPILEPSIA
1. Afos de epilepsia......... afios
2. Tipo de crisis: 6TC Focales 0 Convulsiones bilaterales [ Otras L
3. Etiologia: Genética O Estructural []  Etiologia desconocida []
4. Duracién del tto actual: ....... meses
5. Fdrmaco antiepiléptico actual y dosis:
[JLEV: dosis:......mg/d [ ZNS: dosis:......mg/d L1 ¢BZ: dosis:........ mg/d Ulvpa dosis:.....mg/d
[] LCS: dosis.....mg/d [0 EesL: dosis:......mg/d L] PHT: dosis:........ mg/d

EJERCICIO FISICO (aerdbico o de carga)

Basal: 6 meses:
Diario ] Diario
>2h,3v/sem [] >2h,3v/sen(]
1-6h/sem [] 1-6h/sem []
Esporddico [] Esporddico[ ]
No realiza [] No realiza []

TRATAMIENTOS ANTIEPILEPTICOS PREVIOS:

TRATAMIENTOS CONCOMITANTES: DOSIS:

Situacién hormonal: Menstruacién activa []
Postmenopausia O]
Perimenopausia [l
No procede O

CAMBIOS EN LA MEDICACION DURANTE LOS 6 MESES:

st O NO [] ESPECTIFICAR: .....oocoo oo e oo et e e e e s e et e e

NUMERO DE CRISIS DURANTE LOS 6 MESES:........oooooeoeeoeoe oo oo e e oo

SUPLEMENTO DE VITD UTILIZADO







CLART® MetaBone

GENOTIPADO DE LOS POLIMORFISMOS COL1A1-SPI, CTR-ALUI, VDRF-
FOKI, VDRB-BSMI, ESR1X-XBAI Y ESR1P-PVUIl QUE PREDISPONEN
GENETICAMENTE A PADECER TRASTORNOS RELACIONADOS CON EL
METABOLISMO OSEO.

CE-IVD



CLART® MetaBone

Extraccion-Purificacion y Amplificacion
24 determinaciones Ref: AT-0506-24-MT
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Visualizacion
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48 determinaciones Ref: AT-0606-48

Versiéon 3
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1. GLOSARIO DE TERMINOS

g Fecha de caducidad

IvD Producto sanitario para Diagnostico In vitro
ﬁ Solamente para la evaluacién de las prestaciones de Diagndstico In vitro
LoT Lote
2 °C

Conservar a temperatura ambiente
20°C

8°C

4oc Conservarentre 4°Cy 8 °C

-18°C

_a0eC Conservar entre 30 °C y -18 °C



2. INTRODUCCION

GENOMICA introduce un innovador sistema de array de baja densidad para
detectar los polimorfismos con mayor vinculacion con la pérdida de Densidad
Mineral Osea (DMO) y riesgo de fractura.

Los genes que estan incluidos en CLART® MetaBone son los siguientes:
colageno tipo1, receptor de la vitamina D, receptor de estrogenos y receptor
de calcitonina. El kit ofrece un diagndstico molecular diferencial con la deteccién
multiple en un solo analisis de una bateria de polimorfismos que estan implicados
en trastornos metabdlicos 6seos. Estos genes pueden presentar mutaciones
puntuales o SNPs (single nucleotide polimorphisms) localizadas en posiciones
especificas del gen, responsables de los sintomas de estos trastornos.

La informacién de estos genes diana supone un papel fundamental en muchos
casos para abordar una decision clinica y apoyo para decidir una determinada
terapéutica “medicina personalizada”.

Es conveniente que el facultativo disponga de este andlisis ante las siguientes
situaciones clinicas, ya que en todas ellas se ve afectada la DMO:

* Deteccion de pacientes con antecedentes familiares de osteoporosis.
* Pacientes con multiples fracturas en edad temprana.

* Problemas hormonales.

* Ingesta prolongada de esteroides o anticonvulsivos.

* Evaluacion pretrasplante de la patologia 6seo metabdlica.

* Prevencién 6sea postrasplante.

En la tabla 1 se describen los SNPs seleccionados en estos genes que son el
objeto de deteccion de este kit, asi como las diferentes variantes alélicas que
pueden aparecer.



Variante normal Variante Ambas variantes
(Homocigoto) polimérfica (Heterocigoto)
(Homocigoto)
Colageno Tipol COL1A1- SS Ss Ss
SPI
Receptor VDREF- FF ff Ff
Vitamina D FOKI
Receptor VDRB- BB bb Bb
Vitamina D BSMI
Receptorde CTR-ALUI AA aa Aa
calcitonina
Receptorde ESR1X- XX XX Xx
estrogenos XBAI
Receptorde ESR1P- PP pp Pp
estrégenos PVUII

Tabla 1. SNPs y variantes alélicas de los genes relacionados con trastornos metabdlicos

6seos.

En la figura 1 se muestra la implicacién que tiene cada variante alélica en la
aparicion de los sintomas de la enfermedad.

SNPs- METABOLISMO OSEO

Col1A1 VDR ERa
Alelos bb BB ﬁ PPM PP
Pp
Mayor Predisposicién a Mayor
riesgo a una reduccién be neficio
sufrir de la masa é6sea de HRT

fracturas (6)

Menor eficacia gri 5)

(8)

la absorcién

intestinal de Ca++

Mayor beneficio
del tratamiento
con Alendronato

(1)

(4) Predisposicién a
una reduccién

de la masa 6sea
Mayor beneficio (7)
del tratamiento

con Raloxifeno

(2)

CTR
pp AleloA
Mayores
nive les de
HDLtras
HRT

Predisposicion a
una reduccién
de la masa 6sea
y mayor riesgo
de s ufrir
fracturas (10)

Figura 1. Relacion entre las variantes alélicas y los sintomas de osteoporosis. HRT (terapia
hormonal sustitutiva), HDL (lipoproteina de alta densidad).Las referencias bibliograficas se
encuentran descritas en el apartado de sensibilidad diagnéstica.




Este kit para el diagnéstico in vitro de los polimorfismos relacionados con
enfermedades metabdlicas 6seas se basa en la amplificacion de fragmentos
especificos del genoma humano y la posterior deteccion mediante la hibridacién
con sondas de captura especificas para cada gen, lo que conlleva una serie de
ventajas:

* Sensibilidad: ya que permite la deteccidén a partir de cantidades minimas de
material genédmico humano.

* Especificidad: al utilizar una secuencia correspondiente a una region
gendmica determinada y sondas de captura especificas para cada uno de
los genes implicados.

* Facil de estandarizar en un laboratorio hospitalario.

* Rapidez: resultados de los analisis en 10 h.

3. DESCRIPCION DEL PROTOCOLO

Con el CLART® MetaBone se puede detectar en muestras clinicas de sangre
total, la presencia de SNPs asociados a un mayor o menor riesgo de sufrir
alteraciones metabdlicas déseas. La informacién aportada por el kit permite
detectar la predisposicion de alguna de estas patologias de cada paciente.

La deteccion se lleva a cabo mediante la amplificacion simultanea de 5 regiones
del genoma, cada una de ellas de 150-250 pb, que contienen los 6 SNPs de
interés, ver figura 2, donde las calles 1 y 2 corresponden al producto amplificado
de un control positivo y uno negativo respectivamente, y las calles 3, 4, 5
corresponden a productos amplificados a partir de DNA extraido de sangre total de
pacientes.

Pb Gen SNP

246 VDR -B BB Bb bb
—_— 225 E SR XX Xx xx /PP Pp pp

ZTT coL SS S ss j>
157 CTR AA Aa aa
— 154 VDRF FF Ffff

Figura 2. Bandas de amplificacion de las 5 regiones del genoma que contienen los 6 SNPs.



La deteccion del producto amplificado por PCR se lleva a cabo mediante una
nueva plataforma tecnolégica basada en microarrays de baja densidad, el array en
tubo (tubo AT). La plataforma AT se fundamenta en un principio muy sencillo pero
a la vez muy cémodo y eficaz que consiste en incluir un microarray de baja
densidad en la parte inferior de un tubo de ensayo tipo Eppendorf (Figura 3), lo
que simplifica todo el proceso de hibridacion y visualizacidon frente a los sistemas
de microarrays clasicos. Este tipo de tecnologia permite la deteccidn simultanea
de multiples marcadores moleculares de utilidad diagnédstica, en este caso, la
deteccion de cada SNP conlleva un minimo de tres sondas que detectaran la
presencia de las dos variantes posibles, y una zona comun del gen.

El sistema de deteccion de la hibridacién en el kit CLART® MetaBone se basa en
la precipitacion de un producto insoluble en aquellas zonas del tubo AT en las que
se produce la captura especifica de los productos amplificados. Durante la PCR,
los productos amplificados se marcan con biotina. Después de la amplificacién, se
hibridan con sus respectivas sondas especificas que estan inmovilizadas en zonas
concretas y conocidas del tubo AT, tras lo que se incuba con un conjugado de
estreptavidina-peroxidasa. El conjugado se une a través de la estreptavidina con la
biotina presente en los productos amplificados (que a su vez se encuentran unidos
a sus sondas especificas) y la actividad peroxidasa provoca la aparicion de un
producto insoluble en presencia del sustrato o-Dianisidina, con lo que se produce
la precipitacién de éste en las zonas del tubo AT en las que ocurre la hibridacién
(Figura 4).



Sondas sobre array Producto marcado
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Figura 4: Esquema del método de visualizacion. Las sondas, inmovilizadas sobre la superficie, capturan sus
productos amplificados complementarios marcados con biotina. A través de la biotina, se une el conjugado, en este caso
estreptavidina-HRP (peroxidasa de rabano, HorseRadish Peroxidase). El sustrato o-Dianisidina por la accién de la HRP,
produce un precipitado sobre la zona en la que se produce la hibridacion.

La sensibilidad obtenida combinando amplificacién gendémica y visualizacién en
tubo AT con el kit CLART® MetaBone es tan alta, que no es necesario hacer
dobles amplificaciones (nested) evitando el riesgo de contaminacion que éstas
conllevan.

Uno de los inconvenientes de la deteccién por amplificacidn gendémica son los
falsos negativos debidos, bien a una calidad inadecuada del ADN de la muestra
(por toma de cantidad insuficiente de muestra, por degradacion del ADN debida a
una inadecuada conservacion o por pérdida del ADN de la muestra durante su
extraccién), o bien a la presencia de inhibidores de la ADN polimerasa en las
muestras que se quieren analizar (hemoglobina). Con el kit CLART® MetaBone
se han eliminado estos falsos negativos gracias a que se detecta la presencia de
cada una de las 5 regiones amplificadas mediante una sonda especifica, situada
en una zona diferente a la que contiene el SNP, de manera, que la presencia de
esta zona concreta sirve de control de reaccion de amplificacion y de calidad
de la muestra.



4. COMPONENTES Y CONSERVACION DEL KIT

El kit CLART® MetaBone contiene suficientes reactivos para el analisis del ADN
de 24 6 48 muestras clinicas. Los reactivos incluidos en el kit se han agrupado en
varias cajas, dependiendo de la temperatura a la que se han de conservar. Todos
los reactivos son estables en las condiciones indicadas de conservacion hasta la
fecha de caducidad indicada.

41.R i | | ‘. ifi - lifi _—

El kit de Extraccién y Purificacion CLART® MetaBone se envia a 4°C/T? ambiente.
La proteinasa K una vez resuspendida debe conservarse a 4 °C.
Sus componentes son:

* Columnas de purificacion acopladas a tubos de 2 ml
e Tubos de 2 ml

* Buffer B1
o Buffer B2
e Buffer B5
* Buffer BE
e Buffer BW

* Etiqueta para Buffer B3
* Proteinasa K liofilizada

Los reactivos de amplificacién se envian a -20° C. Son los siguientes:

* Tubos de Amplificacion listos para su uso. Los tubos de 0,2 ml contienen
45 pl de mezcla de reaccidon. Conservar a -20° C. Solo se debe descongelar
cada vez el numero justo de tubos de amplificacion que se vayan a
procesar, conservando el resto de los tubos a -20° C. Se deben
descongelar sobre hielo.

En la caja del kit se incluye un indicador adhesivo e irreversible de
temperatura; la aparicion de un color rojizo en la ventana de visualizacién
indica que en algun momento los productos han sobrepasado la temperatura
de conservaciéon de —20° C y no deben utilizarse.

4.2. Reactivos de visualizacidn:
Se envian a 4 °C. Son los siguientes:
1. Tubos AT (sondas especificas incluidas). Se suministran en un sobre

termosellado. Conservarlos siempre cerrados, a temperatura ambiente
y protegidos de la luz.



6.

SH (Solucién de Hibridacién). Conservar a temperatura ambiente, en el
momento de su uso precalentar 5 min. a 50 °C hasta la total desaparicién
de posibles cristales.

3. RE (Solucion de Revelado). Conservar a 4° C.
4.
5. CJ (Conjugado). Conservar a 4° C. Dar un pulso en la centrifuga antes de

DC (Diluyente de Conjugado). Conservar a 4° C.

usar.
TL (Tampdn de Lavado 5X). Conservar a 4° C.

iADVERTENCIA!: Una vez recibido el kit, los tubos AT, la solucién SHy la
soluciéon RE deben conservarse a temperatura ambiente.

4.3. Otros componentes

Lector de tubos AT. Este lector esta fabricado por CLONDIAG Chip
Tecnologies GmbH para uso exclusivo con los kits de diagndstico de
GENOMICA. El lector sera distribuido por GENOMICA.

Software especifico para CLART® MetaBone, fabricado por GENOMICA.
Instalado y listo para su uso.

5. MATERIAL REQUERIDO, NO SUMINISTRADO

A continuacién enumeramos todo el material requerido no suministrado.

5.1. Reactivos y material

e Agua destilada (miliq autoclavada).

* Guantes desechables.

* Puntas de pipeta con filtro o desplazamiento positivo.
* Recipiente con hielo picado.

* Tubos Eppendorf de 1,5 ml autoclavados.

* Gradillas para tubos de 1,5 ml.

* Soporte para tubos de 0,5 ml/0,2 ml.

5.2. Equipos

* Microcentrifuga.

* Termociclador.

* Tres micropipetas ajustables entre 1-20 pl, 20-200 pl y 200-1000 ul para
el laboratorio de extraccion.

* Tres micropipetas ajustables entre 1-20 pl, 20-200 pl y 200-1000 ul para
el laboratorio de visualizacion.

* Termobloque con agitacion ajustable a 37° C, 55° C y 100° C.
Compatible con tubos tipo Eppendorf.



* Vortex
» Sistema de vacio (opcional)

6. RECOMENDACIONES Y PROCEDIMIENTOS DE MANIPULACION

Muy importante: Leer detenidamente antes de comenzar la técnica.

6.1. Recomendaciones generales:

1. La técnica se debe realizar en dos areas separadas fisicamente, para evitar
la contaminacion de las muestras con el producto amplificado anteriormente. Cada
una de las areas debe tener su propio material de trabajo identificado (pipetas,
puntas, tubos, gradillas, guantes, etc.) y nunca debe salir de cada una de ellas.

 Area pre-PCR: En esta area se hace la extraccion del ADN vy
preparacion de las muestras.

« Area post-PCR: En esta area se lleva a cabo la amplificacion y la
visualizacién del producto amplificado. El material de esta area nunca ha
de entrar en contacto con el del area de extraccion. Evitar ir al area de
pre-PCR después de haber estado trabajando en el &rea de
visualizacion.

2. Utilizar guantes en todo momento. Es recomendable cambiarse de guantes
con cierta frecuencia.

3. Emplear siempre puntas con filtro o pipetas de desplazamiento positivo
para evitar contaminaciones debidas a la micropipeta.

4. Emplear material de laboratorio desechable y autoclavado.

5. Nunca mezclar reactivos de dos tubos diferentes aunque sean del mismo
lote.

6. Cerrar los tubos de reactivos inmediatamente después de su uso para
evitar contaminaciones.

7. Desechar la punta de la micropipeta tras cada pipeteo.
8. GENOMICA no se hace responsable de los resultados obtenidos con el kit

si se emplean otras muestras distintas a las indicadas o ADN extraido por un
protocolo distinto al indicado.



6.2. P . la_visualizacié

1. Al pipetear o al eliminar cualquiera de las soluciones utilizadas a lo largo del
proceso en el tubo AT es muy importante evitar que la punta de la pipeta o del
sistema de vacio toque el fondo del tubo, ya que podria dafiarse el microarray
situado en el fondo.

2. Anadir todas las soluciones sobre la pared lateral del tubo AT, nunca
directamente sobre el microarray.

3. Tras la incubacidn con la solucion CJ, es muy importante lavar bien el tubo AT y
la tapa del tubo para evitar que queden restos de éste y reaccionen con la solucién
RE, produciendo un precipitado inespecifico que pueda dar lugar a
interpretaciones erroneas del resultado.

4. Tras los lavados tener la precaucién de retirar todo el TL, de manera que el
cristal quede completamente seco antes de echar cualquier reactivo de la
visualizacion. Esto es especialmente importante en los lavados tras el conjugado.

5. Vite que queden burbujas sobre la superficie del microarray al afadir cualquiera
de las distintas soluciones.

6. Mantener limpia la base del tubo AT para evitar posibles interferencias en la
lectura de resultados.

7. Al visualizar la imagen en el lector, comprobar que aparezcan los marcadores
de posicién y que no haya burbujas o manchas que interfieran en la lectura. En
caso contrario, limpiar el fondo del tubo por fuera con un papel de celulosa y
eliminar las burbujas con micropipeta.

8. Es muy importante respetar los tiempos de incubacion para que no se
produzcan sobrerrevelado que modifique el resultado.

9. Los ATs no deben ser golpeados en ningun momento para evitar que las

sondas o el precipitado se suelten.

7. TOMA DE MUESTRAS

7.1. Sangre total

Las muestras de sangre han de tomarse en tubos que contengan EDTA o citrato
como anticoagulante, nunca heparina.



Las muestras deben procesarse antes de 12 h y mientras tanto han de
conservarse a 4°C. Si se van a procesar después, han de mantenerse a — 20°C.

8. PROTOCOLO DE TRABAJO

8.1. Extraccion del ADN genomico
RECOMENDACIONES Y PROCEDIMIENTOS DE MANIPULACION

* Preparar la solucion B3: afadir el Buffer B1 al Buffer B2 y agitar. El Buffer
resultante B3, ha de almacenarse protegido de la luz y a temperatura
ambiente; en estas condiciones, es estable durante 5 meses.

* Disolver la proteinasa K en PB antes de usar (la cantidad de PB esta
indicada en el bote de proteinasa K), para alcanzar una concentracion de
20 mg/ml. La proteinasa K, una vez disuelta, debe almacenarse a 4°C.

* Anfadir etanol (96-100 %) al Buffer BS antes de usar. El volumen de etanol
estd indicado en el bote Buffer BS.

e (Calentar la Solucién BE a 70°C antes de usar.

* Todas las centrifugaciones del proceso se realizaran a temperatura
ambiente, a no ser que se especifique otra cosa.

Atencion: Las Soluciones B3 y BW contienen hidrocloruro de guanidino. Se
recomienda el uso de guantes, gafas y bata de laboratorio para su manejo.

PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN GENOMICO

1. Adadir 25 ul de Proteinasa K a 200 ul de sangre. Anadir 200 pl de Solucién B3.
Mezclar en vortex durante 20 segundos e incubar a 70°C durante 30 min (durante
la incubacion agitar dos veces en vortex durante unos segundos).

Anadir
25 pul proteinasa K
200 ul B3

70°C, 30 min.



2. Anadir 210 ul de etanol 96% a cada muestra y agitar en vortex inmediatamente.

Nota: No descartar ningun precipitado blanquecino que se pueda haber formado tras la adicion
del etanol; este precipitado debe arfiadirse con el resto de la solucion a la columna de
purificacion en el siguiente paso.

3. Preparar una columna de purificacion por muestra y colocarla en un tubo de
recogida de 2 ml. Adadir la muestra y centrifugar durante 1 minuto a 12.000 r.p.m.
Si el liquido no ha atravesado completamente la membrana, repetir la
centrifugacién. Descartar el fluido filtrado.

4. Anadir 500 pl de la Soluciéon BW a la columna. Centrifugar a 12000 r.p.m.
durante 1 min. Descartar el fluido filtrado.

5. Aiadir 600 pl de Solucion B5 a la columna. Centrifugar a 12000 r.p.m.
durante 1 min. Descartar el fluido filtrado.

6. Reinsertar la columna en el tubo de recogida. Centrifugar a 12000 r.p.m.
durante 1 min. para eliminar cualquier resto de la Soluciéon BS5.

1 min =T
12000 rpm =



Nota: El etanol residual que pueda quedar de la Soluciéon B5 inhibe reacciones enzimaticas,
por lo que se debe eliminar completamente mediante esta centrifugacion.

7. Colocar la columna en un tubo limpio de microcentrifuga de 1,5 ml. Afadir 60 pl
de la Solucion BE (previamente calentada a 70°C) so bre el filtro sin tocarlo.
Incubar esta solucién caliente en la columna a temperatura ambiente durante 3
min. Centrifugar a 12.000 r.p.m. durante 1 min.

Adadir < :
60 ul BE =
3 min El

1min, \
12000 rpm

8. Recuperar el filtrado que contiene el ADN (aproximadamente 60 ul) en el tubo
de microcentrifuga de 1,5 ml.

9. Cuantificar el ADN extraido. La concentracién final minima recomendada es de
40 ng/ul. Utilizar 5 ul para la reaccion de amplificacion (200 ng de ADN total) y
guardar el resto a —20°C.

Se recomienda verificar que el ADN extraido sea de buena calidad, mediante la
medida de los siguientes parametros:

* A260: 0,1-0,5, indica una buena reproducibilidad.
* A260/280: 1,7-2,0, indica que no hay contaminacién con
proteinas.

8.2.R i6n d lificacis

1. Descongelar un Tubo de Reaccidon por cada muestra que se va a estudiar
y mantenerlos en hielo. No usar temperaturas superiores a 37°C para la
descongelacion.

2. Centrifugar unos segundos los Tubos de Reacciéon en la microcentrifuga
para que quede todo el liquido en el fondo del tubo (si no se dispone de
adaptadores de microcentrifuga paralos Tubos de Reaccién, se pueden



utilizar en su lugar tubos de un tamafio mayor a los que se les haya cortado
la tapa).

Anadir 5 ul del ADN extraido de las muestras (recomendado 200 ng de
ADN total) a los Tubos de Reaccién y resuspender varias veces con la
micropipeta. Dejar los tubos en el hielo.

Programar en el termociclador los siguientes ciclos de temperaturas. Si el
termociclador lo permite, programarlo de tal forma que no comience el
primer ciclo hasta que la tapa superior del mismo haya alcanzado los 95°C,
para evitar las evaporaciones en los tubos que no llevan aceite.

Para Tubos de Reaccién de 0.2 mil:

1 ciclo 95°C 12 min

40 ciclos 95°C 30 seg
55°C 40 seg
72°C 1 min

1 ciclo 60°C 30 min

20°C continuo hasta la recogida de tubos (opcional)

5. Arrancar el programa y colocar los Tubos de Reaccién en el termociclador.

La duracién de la amplificacion es de unas 4 horas, aunque puede variar
ligeramente dependiendo del termociclador.

8.3. Visualizacién del juct lificad

8.3.1 Recomendaciones especificas antes de comenzar la visualizacion:

EL PROTOCOLO DESCRITO A CONTINUACION SE DEBE REALIZAR
SIEMPRE EN EL AREA POST-PCR. NUNCA LLEVAR EL PRODUCTO
AMPLIFICADO AL AREA DE PRE-PCR.

Encender el lector de ATs al comienzo del proceso. La autocalibracion del
equipo tarda unos minutos y debe estar listo en el momento de la lectura
para evitar esperas innecesarias que produzcan un exceso de revelado.

PREPARAR LA SOLUCION DE LAVADO ANTES DE CADA ENSAYO, NO
REUTILIZAR  SOLUCIONES O RESTOS PREPARADAS CON
ANTERIORIDAD.

- Para 12 muestras, afadir 1.5 ml de Solucion TLa 13.5ml de agua
destilada.



- Para 24 muestras, afadir 3 ml de Solucion TL a 27 ml de agua
destilada.

Programar en el termociclador un ciclo de 10 min a 95° C, para realizar la
desnaturalizacion de las muestras.

Limpiar el termociclador con solucion de lejia diluida al 10% antes de poner
en marcha el programa de desnaturalizacién. Es recomendable limpiar los
pocillos con un hisopo humedecido con dicha concentracion de lejia y no
aplicar esta directamente sobre el bloque. Colocar los tubos lo mas
separados posible y nunca sobrepasar los 10 min. de desnaturalizacién.

Durante la visualizacién no hace falta utilizar puntas con filtro, salvo en la
adicion de amplificados al tubo AT donde si es necesario.

Calentar la SH (solucién de hibridacion) en el termomixer que se vaya
a emplear a 50° C hasta que desaparezcan por completo los cristales
precipitados. Este proceso puede tardar segun la T? ambiente a la que
haya estado almacenada la SH por lo que es conveniente realizarlo
alrededor de media hora antes de comenzar el ensayo.

Preparacion de las muestras: El producto amplificado debe
desnaturalizarse junto con la solucién de hibridaciéon. Afadir a un tubo
de 0.5 ml 10pl de producto amplificado con 90l de la SH (sin cristales).

Asegurarse de que los termomixers han alcanzado la  temperatura
adecuada antes de introducir los tubos AT. Si no es asi dejar el AT en
tampdn de lavado antes de retirarlo. Nunca dejar seco el cristal.

En caso de fallo de lectura, introducir manualmente el nUmero que aparece
en el tubo AT especificado como Assay ID.

8.3.2 Realizacion de la visualizacion:

1.

Desnaturalizaciéon de los productos de PCR (10 ul) previamente diluidos en
la_solucion SH (90 ul): Incubar los tubos con las muestras preparadas a
95°C durante 10 minutos en un termociclador (ver recomendaciones
especificas).

Pre-lavado del tubo AT: Este paso es necesario para lavar los tubos que
vienen envasados, antes de afiadir la muestra.

Anadir 300 ul de Solucion TL diluida a cada AT e invertir el tubo4 6 5

veces. Desechar la Solucién TL diluida con pipeta o vacio.




Durante la visualizacién no hace falta utilizar puntas con filtro en ningun
momento. Se debe dejar el tubo sin restos de la solucién de lavado, para
ello también secamos las tapas, pero en ningun caso se deben dejar los
tubos secos durante mucho tiempo.

Hibridacién: Justo antes de que concluya el paso de desnaturalizacion
colocar los AT pre-lavados en el termobloque atemperado a 50°C.

Afadir a cada tubo AT, con cuidado de no tocar el cristal, 100 ul de las
muestras recién desnaturalizadas (este paso ha de ser rapido para evitar
que se enfrien las muestras).

Incubar los AT durante 1,5 horas a 50°C, agitando a 550 rpm.

Tras esta incubacion, sacar los tubos y desechar la Solucién SH con pipeta
0 vacio.

Dejar programado el termobloque a 30°C y en movimiento para su
utilizacion posterior en el paso 6. Se puede quitar la tapa para que baje
antes la temperatura.

. Lavado: anadir 300 pl de Solucién TL diluida a cada tubo AT e invertir los
tubos 10 veces.

Desechar la Solucion TL diluida con pipeta o vacio.
Si llegado a este paso, el termobloque no hubiera llegado a los 30°C, dejar

los tubos con Solucién TL diluida hasta que el termobloque alcance la
temperatura.

. Blogueo y conjugado: 15 minutos antes de concluir la hibridacién, se debe

preparar la solucion de conjugado y mantener en hielo. Se recomienda
centrifugar la solucién CJ durante 10 segundos antes de usarla. A
continuacion, preparar en hielo la solucion CJ diluido. Para ello, mezclar en
un tubo para cada AT los ul de Solucion CJ y de Solucién DC indicados a
continuacion:

Solucién CJ: 1ul
Solucion DC: 100ul

Preparar mezcla para un AT mas por cada diez, para compensar los errores
de pipeteo.

Anadir al tubo AT 100 ul de Solucién CJ diluida. Incubar durante 15 minutos
exactos a 30° C, agitando a 550 rpm. Tras esta incubacién, desechar
rapidamente la Solucion del tubo AT con pipeta o vacio.



Bajar la temperatura del termobloque a 25 °C para su utilizacién en el paso
7.

Anadir 300 ul de Solucion TL diluida a cada tubo AT e invertir los tubos 10
veces, desechar la solucién con la pipeta o vacio. Si este lavado no se
realiza rapidamente puede causar en la lectura una sefal no legible.

6. Lavado: Este lavado es el mas importante. Afiadir 300 pl de Solucién TL
diluida a cada tubo AT e invertir los tubos 10 veces.

Desechar la Solucién TL con pipeta o vacio. Es importante que no queden
restos de Solucion CJ diluida, ya que ésta reaccionaria con la Solucion RE
dando lugar a una sefal inespecifica. No es necesario el cambio de punta
para cada tubo, pero si es importante no llegar al cristal.

7. Revelado con Solucion RE: Se debe trabajar como maximo en tandas de
12 tubos AT.

Realizar este paso de forma seriada con todos los tubos AT, es decir:
* Quitar la solucién TL a todos los tubos de una forma ordenada.
* Anadir 100 ul de solucién RE a todos los tubos en el mismo orden
indicado en el punto anterior.
* Incubar a 25° C durante10 minutos en el termobloque sin agitacion
* Alos 10 minutos empezar a leer en el mismo orden en el que se ha
ido anadiendo la solucién RE.

jAdvertencia! Es muy importante utilizar el termobloque sin agitacién y leer
las muestras inmediatamente después de la incubacion.

8. Leer en forma “Analisis seriados” en la que se toman las imagenes de todos
los tubos para posteriormente ser analizados.

9. LECTURA DE RESULTADOS

El procesamiento de los datos obtenidos a partir de cada uno de los andlisis, se
realiza de forma automatica. El equipo de lectura y analisis presentara un informe
en el que se indican los resultados.

En la pantalla del equipo aparecera una tabla con tres columnas, en la columna de
la izquierda apareceran los diferentes genes, en la del centro aparecera el
genotipo diagnosticado para cada gen concreto, y en la de la derecha aparecera la
conformidad de los controles de ADN y de amplificacion.



10. INTERPRETACION DE RESULTADOS

Muestras adecuadas

Gen/SNP Resultado Controles
Rece\?[t;)RrB\{g;"&ilna P | BB/bb/Bb | Conforme/No conforme
Recepégkﬂf,f’:\t,fl?enos PP/pp/Pp | Conforme/No conforme
R FoK| - | FFIIFE | Conforme/No conforme
Receptgfrﬁ :ﬂf‘im"i"a AA/aalAa |Conforme/No conforme
R Sen0d®N%S | XX/xx/Xx |Conforme/No conforme
ngfﬁzﬁ_—ggﬁ" SS/ss/Ss | Conforme/No conforme

Muestras inadecuadas

Gen/SNP Resultado Controles

Receptor Vitamina D

VDRB-BSMI No concluyente | Conforme/No conforme

Resultado numérico de lectura en el limite de deteccidén de la técnica.

Gen/SNP Resultado Controles
Receptor Vitamina D
VDRB-BSMI No conforme |No conforme

No hay amplificacién del ADN gendmico

11. ESPECIFICACIONES TECNICAS Y DE FUNCIONAMIENTO

Control de interferencias conocidas:

Existen sustancias que pueden interferir en la deteccién del Kit

CLART®

MetaBone. Principalmente, son sustancias que inhiben la DNA polimerasa y, por

tanto, la reaccion de amplificacion. Las interferencias mas conocidas son:

* Utilizacién de muestras no adecuadas. El anélisis de cualquier otro tipo
de muestra clinica distinta a las indicadas en el manual del kit CLART®
MetaBone, asi como una toma incorrecta de las muestras, puede conllevar

que el resultado del analisis no sea concluyente. Por ejemplo,
afiade heparina.

si se le



* La conservacién inadecuada de las muestras puede influir en el
resultado del andlisis. Si las muestras se someten a condiciones que
puedan resultar en una degradacion del ADN que contienen, el resultado
del analisis sera de muestra no adecuada.

Especificaciones técnicas:
Parametros Analiticos:
* Sensibilidad analitica.

La sensibilidad analitica del kit CLART® MetaBone se determiné mediante
ensayos de deteccién de diluciones seriadas del ADN de muestras clinicas y de
ADN comercial (linea K562). Se realizé la amplificacion con las siguientes
cantidades finales de ADN: 200, 20, 2, 0.2,y 0.02 ng.

o
Cantidad final de ADN | . N°genomas
. equivalentes de células
genémico humano
humanas

200 12539
20 1254
2 125
0.2 12
0.02 1.2

Previamente se identificaron por otras tecnologias alternativas (secuenciaciéon o
enzimas de restriccién) los genotipos de cada una de las muestras clinicas, en
relacion a cada SNP incluido en este Kkit.

En la figura 5 se observa que la sensibilidad analitica de la técnica para la
deteccion de 200 ng de ADN, que es la cantidad recomendada de uso, es de
97.4%, calculada después del analisis de 1276 genotipos. La técnica detecta hasta
2 ng de ADN con una sensibilidad del 86.5 %, lo que equivale a 125 moléculas de
genomas equivalentes presentes en la muestra.



Sensibilidad
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Figura 5: En esta gréfica se representa el porcentaje de casos positivos frente a los ng de ADN

amplificados directamente en el tubo de reaccion.

La sensibilidad analitica del Kit CLART® MetaBone analizada en muestras con
200 ng de ADN (como recomienda el kit) para cada genotipo en concreto seria la
siguiente, donde “n” corresponde al numero de muestras analizadas:

Genotipo Col1A1-SP1

% SENSIBILIDAD AT (n)

Ss 94.5% (126)

Ss 96.4% (56)

ss 93% (28)
Total 95% (210)

Genotipo VDRB-BSMI

% SENSIBILIDAD AT (n)

BB 100% (70)

Bb 94% (84)

bb 98.3% (58)
Total 97.2% (212)

Genotipo VDRF-FOKI

% SENSIBILIDAD AT (n)

FF 100% (95)

Ff 100% (57)

ff 100% (62)
Total 100% (214)




Genotipo ESR1X-XBAI % SENSIBILIDAD AT (n)

XX 98.2% (56)
Xx 96.3% (82)
XX 97.2% (72)

Total 97.1% (210)

Genotipo ESR1P-XBAI % SENSIBILIDAD AT (n)

PP 100% (70)
Pp 93% (71)
pp 100% (71)

Total 97.6% (212)
Genotipo CTR-ALUI % SENSIBILIDAD AT (n)
AA 100% (54)

Aa 97.1% (68)
aa 100% (84)

Total 99% (206)

* Especificidad analitica

Se ensayo la especificidad de las sondas impresas en el array mediante la
hibridacion de oligonucleotidos o sondas complementarios a los fijados al cristal,
marcados con biotina. Con el Kit CLART® MetaBone no se produce deteccion
inespecifica de otros genes del DNA gendmico, ni se detecta hibridacion cruzada
entre las sondas que integran el array.

* Sensibilidad diagnéstica
A continuacion se relaciona la presencia de un determinado alelo con la aparicion

de la sintomatologia de osteoporosis y con la eficacia de un determinado
tratamiento. La sensibilidad diagndstica esta basada en los siguientes estudios:



Interpretacion de los resultados obtenidos con el perfil genético del
Receptor de la vitamina D: VDRB-BSMI

a. En un estudio de 64 mujeres postmenopausicas con osteoporosis se detectd un
mayor incremento de la densidad de masa 6sea (DMO) en columna lumbar en
aquellas mujeres con genotipo bb frente a las que poseen genotipo BB, (p<0.004)
tras 12 meses de tratamiento con Alendronato (10 mg/dia). Lo que indica un
mayor beneficio del tratamiento con Alendronato en los portadores del
genotipo bb frente a los portadores del genotipo BB (1).

DMO columna lumbar VDR-B Genotipo BB VDR-B Genotipo bb
(g/cm2)
Antes del tratamiento 0.582 0.573
Después del tratamiento” 0.602 0.618
% A DMO 3.4% 7.8%

*12 meses de tratamiento con Alendronato (10mg/dia), p<0.004

b. En un estudio de 75 mujeres postmenopausicas con osteoporosis se detecté un
mayor incremento de la densidad de masa 6sea (DMO) en aquellas mujeres con
genotipo BB frente a las que poseen genotipo bb, (p<0.0001) tras 12 meses de
tratamiento con Raloxifeno (60 mg/dia). Lo que indica un mayor beneficio del
tratamiento con Raloxifeno en los portadores del genotipo BB frente a los
portadores del genotipo bb (2).

DMO columna lumbar VDR-B Genotipo BB VDR-B Genotipo bb
(g/cm2)
Antes del tratamiento 0.546 0.541
Después del tratamiento™® 0.569 0.549
% A DMO 4.2% 1.5%

*12 meses de tratamiento con Raloxifeno (60mg/dia), p<0.0001

c. En un estudio realizado en parejas de gemelos y en mujeres
postmenopdusicas, se asocia a los portadores del genotipo BB con los que menor
DMO lumbar presentan, a los portadores heterocigotos Bb con una DMO lumbar
intermedia, y a los portadores del genotipo bb con los que mayor DMO lumbar
presentan. Por lo tanto, asociamos el genotipo BB con una predisposicién a la
reduccién de masa ésea (3).

d. En un estudio se determind que el incremento de ingesta calcica de 800 a 1700
mg/dia no afecta a la ganancia de la DMO en los sujetos portadores del genotipo
bb, mientras que el incremento fue significativo en los portadores del genotipo Bb
y BB (p<0.001 y p<0.05 respectivamente). Se observa también como en éstos
ultimos si se incrementa la ingesta de calcio, éstos igualan la DMO de los
portadores bb. Por tanto los sujetos con genotipo BB tienen una menor
eficiencia de absorcién intestinal de calcio, con el consiguiente riesgo de
sufrir osteoporosis (4).



Interpretacion de los resultados obtenidos con el perfil genético del
Receptor de la vitamina D: VDRF-Fokl

En un estudio de 109 mujeres postmenopausicas sin tratamiento, a las que se les
realizé un seguimiento de 2 afos, se detecté una mayor perdida de la densidad de
masa 6sea (DMO) femoral en aquellas mujeres con genotipo ff frente a las que
poseen genotipo Ff, siendo las de genotipo FF las que mayor DMO conservaban
(p=0.00%5). Lo que indica que el alelo f se asocia con una mayor predisposicidon
a la reduccion de masa 6sea. (5).

Genotipo VDRF-Fokl % menos de DMO en %Pérdida DMO
comparaciéon con DMO de femoral en 2 anos**
mujeres con genotipo FF*

ff 12.8% -4.73%
FF -0.54%

*p<0.01 vs. FF, p<0.05 vs. Ff  **p=0.018 vs. FF, p=0.005 vs. Ff

Interpretacion de los resultados obtenidos con el perfil genético del
polimorfismo sp1 en el gen del Colageno 1 A1: Col1A1

El analisis de 26 estudios publicados que incluyen 7849 participantes asocian de
forma clara la presencia del alelo ss con un alto riesgo a sufrir fractura
osteopoérotica (6).

Interpretacion de los resultados obtenidos con el perfil genético del
Receptor de estrogenos: polimorfismos ESR1X-XBAly ESR1P-PVUII

a. En un estudio de 238 mujeres postmenopausicas se detectdé valores
significativamente mas bajos de densidad de masa 6sea (DMO) tanto en columna
lumbar como en cuerpo total en aquellas mujeres con genotipo PPxx frente a las
que poseen el resto de combinaciones genotipicas, (p=0.02 en columna lumbar,
p=0.002 en cuerpo total) (7). Lo que significa que el genotipo PPxx muestra
predisposicion a una reducciéon de masa ésea.

b. En un estudio de 464 mujeres postmenopausicas, se les realizé un seguimiento
durante 5 afios de tal forma que 232 mujeres recibieron tratamiento hormonal y
232 no lo recibieron. Segun los resultados obtenidos las mujeres con un perfil
genético PP y Pp para el polimorfismo ESR1P-PVUIl responden mejor a la
terapia hormonal que aquellas que poseen el genotipo pp (8).



Interpretacion de los resultados obtenidos con el perfil genético del
Receptor de calcitonina (CTR): polimorfismos CTR-Alul

a. En un estudio realizado en 307 mujeres postmenopdausicas, se analizé el
polimorfismo del CTR reconocido por la enzima de restriccion Alul y se observd,
que las mujeres portadoras del genotipo aa tenian una DMO
significativamente menor a nivel de la columna lumbar en comparacién con
las AA (p=0.01), dicha diferencia no se observa a nivel femoral. (9). Otro estudio
realizado en 663 mujeres postmenopausicas y 52 perimenopdausicas, encontraron
que las portadoras del genotipo AA tenian una DMO significativamente
menor —ajustada por edad y peso a nivel de columna vertebral lumbar-. Se
determiné que la influencia del genotipo era mayor en las mujeres mas
jovenes, lo que sugeria una posible implicacion de este gen en Ila
adquisicion del pico de masa 6sea, mas que en el proceso de pérdida de
masa ésea asociado a la edad (10).
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2 Informacion General

El Densitdmetro Oseo Norland DEXA utiliza una técnica denominada
absorciometria fotonica dual (DEXA) que sirve, para medir la densidad
mineral ésea (DMO) mediante exploraciones no invasivas, El analisis
realizado por el densitometro Norland de la densidad 6sea sera de gran
ayuda al médico en el diagndstico y tratamiento de la osteoporosis, asi
como para valorar el riesgo de una posible fractura.

En las siguientes paginas se abordaran cuestiones como radioproteccién
y algunas de las caracteristicas de manejo del programa Norland.

Al final de este capitulo se incluyen algunos ejemplos de informes de
densitometria 6sea.

NORLAND o Manual del Operador

A CooperSurgical Company
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Proteccién Radiolégica

Hay que tener en cuenta la importancia de la proteccion radiolégica cuando se trabaja
con equipos de Rayos X. La radiacién que recibe el paciente y la radiacion dispersa que
recibe el operador es muy baja. Sin embargo hay que tener en cuenta ciertas
precauciones para garantizar un entorno seguro para el operador y los pacientes.

High Energy Detector

(7 mm thick Nal)

Low Energy Detector
(0.3 mm thick Nal)

Subject ---
AESSNSASEINS \ N S
Beam Limiter ---=--=--------4
Samarium Filter Changer ____.. ,{ gi‘!}-{iﬂ:{:}i
(1 fixed & 3 movable arms)

Ultra-Stable X-ray Source

(100 kV, 1.3 mA)

High Energy Detector (7mm thick Nal)

Detector de alta energia(7mm INa)

Low Energy Detector (7 mm thick Nal)

Detector de baja energia (0.3mm INa)

Laser Indicator

Indicador laser

Scatter Schield Colimador de radiacion dispersa del
detector
Subject Paciente

Beam Limiter

Colimador de la fuente de radiacion

Samarium Filter Changer(1 fixed & 3
movable arms)

Filtro modular de Samario

Ultra Stable X-ray Source(100kV, 1.3
mA)

Tubo Rx ultraestable (100kV, 1.3 mA)

NORLAND ¢

A CooperSurgical Company

Manual del Operador
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Permanezca Fuera del Haz de Rx

El Densitdmetro Norland emite un fino haz de Rayos X, que no puede verse ni sentirse.
El haz de Rayos X se emite desde la fuente de radiacién situada en la mesa de
exploracion, atraviesa al paciente y es recogido por los detectores situados en el brazo
del escaner. A pesar de que el poder de penetracion del haz emitido por el Densitometro
Norland es mucho mas bajo que el de un equipo de radiologia convencional, no debe
exponer ninguna parte de su cuerpo innecesariamente. Para ver donde esta situada la
fuente de radiacién consulte la imagen 15-1 del capitulo Referencias Técnicas (pagina
15-13)

Evite la Radiacion Dispersa

Mientras el haz de Rayos X atraviesa al paciente, parte del haz se dispersa en todas las
direcciones. La radiacién dispersa es menor que el 0.1 mRem por hora a un metro de la
fuente de radiaciéon. Esta radiacién dispersa solo se produce cuando se emiten Rayos X,
es decir durante el barrido del escaner. A pesar de que la radiacion dispersa es
relativamente baja evite exponerse siempre que le sea posible. Durante el barrido del
escaner el operador debe situarse a un metro de distancia del haz de Rayos X.

Normativa Estatal

Todos los estados de los Estados Unidos deben cumplir la normativa vigente aplicada a
equipos emisores de Rayos X. Para mas informacion se recomienda encarecidamente
que contacte con el Consejo de Seguridad Nuclear.

Area de Acceso Restringido

Siempre que sea posible el Densitometro debe estar instalado en un area de acceso
restringido al publico general. Si esto no fuera posible, mantega a las personas al menos
a dos metros del haz de Rayos X mientras éste realiza el barrido. La normativa vigente
puede variar de unos paises a otros por lo que es importante cumplir con la regulacion
vigente de su pais.

&ATENCION: Para garantizar la seguridad del paciente y del
operador, coloque la parte posterior del escaner (parte abierta debajo de la zona
acolchada) a sélo unos centimetros de una pared para evitar el acceso de personas
no autorizadas a la parte interna del equipo.
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Dispositivos de Proteccion Contra la Radiacion

Control de Exposicion

La emisién de Rx esta controlada unicamente por el operador. El operador

Start Scan
tiene que hacer clic en el botén en la pantalla del ordenador

para iniciar la emisién de Rx.
El operador puede detener en cualquier momento la exposicion haciendo clic

| Swp @

en el en la ventana Scan o haciendo clic en el en el
panel de control situado en el brazo del escaner.

PARA REINICIAR: para reanudar el escaner después de haber
apretado el boton HALT, apague el escaner y enciéndalo de nuevo.
Mantenga el ordenador encendido para mantener los datos del estudio que
estaba llevando a cabo. Una vez reiniciado el escaner, el brazo del
escaner se desplazarda hasta alcanzar su posicion inicial.

{ASEGURESE DE QUE EL PACIENTE NO SE ENCUENTRE EN EL
CAMINN DET RRAZNO DET_EQCANER!

Factores Técnicos

Los factores técnicos son los parametros de operacidon que determinan la dosis de
radiacién que recibe el paciente. Hay algunos parametros fijos, que siguen estrictamente
la normativa y por tanto no son susceptibles a cambios (como kV del tubo, la corriente
del tubo y el tiempo de exposicidon). El operador no controla ni podra reajustar los
factores técnicos.
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Circuito de Vigilancia

El escaner de Norland incluye un circuito de vigilancia que monitoriza durante el barrido
la comunicacion entre la fuente de Rayos X y los detectores de datos situados en el
brazo del escaner. Si esta comunicacion falla, se detendra la emisién de Rayos X.

Indicadores de la Exposicion

El botén verde w(preparado) en el panel de control del brazo del
escaner se ilumina para indicar que la fuente de Rayos X esta lista.

El botén amarillo Rayos X L) 56 jlumina sélo cuando el colimador esta
abierto y la fuente se Rayos X esta preparada. El indicador de Rayos X se
apaga cuando termina el barrido y se cierra el colimador. Si el colimador no
funcionara correctamente se bloquearia automaticamente la fuente de
emision de Rayos X, para prevenir una exposicion de forma no consciente a
los Rayos X.

Proteccion Frente a la Radiacion

Los niveles de radiacion dispersa y de fuga son muy bajos por lo que no son necesarias
barreras de proteccién. No sera necesario blindar la sala, ni el operador debera situarse
durante el barrido detras de una mampara de proteccién. El nivel de radiacién a la
distancia convencional, es decir, a 1m de la fuente de emision es <0.1 mRem/hora.
Norland recomienda que el operador se situe al menos a un metro del haz de Rx durante
el barrido o en su defecto a la distancia que indique la normativa estatal de su pais.

Senal Acustica

Una senal acustica indica que el estudio ha finalizado. Por favor, NO DESCONECTE los
altavoces del ordenador ni ponga el volumen demasiado bajo.
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Caracteristicas del Escaner

En los siguientes apartados se describiran algunas de las caracteristicas innovadoras
que utiliza el sistema Norland.

Haz de Doble Energia/ Tecnologia DEXA (Absorciometria Foténica
Dual)

La técnica radioldgica de Absorciometria Fotonica Dual mide la densidad 6sea utilizando
un haz de Rayos X lineal que produce dos picos distintos de energia. La dualidad de
estos rayos posibilitan la distincién entre la atenuacién producida por los tejidos blandos
y por el hueso.
SimulCont ™ garantiza una mayor precisién en la medicién de la DMO. El sistema
dual de cristales de centelleo de INa se utilizan para detectar por separado los dos picos
de energia de los Rx.
High Energy Detector ----------------;

(7 mm thick Nal) ' _r—

Low Energy Detector
(0.3 mm thick Nal)

La técnica utilizada para separar la emision de Rx en dos niveles diferentes de energia
se conoce como Filtracion de capa K. En la filtracion de capa K se coloca un elemento
de las tierras raras en el camino del rayo, asi se consigue la atenuacién de los Rayos X
al nivel de energia caracteristico de cada elemento. Norland utiliza un filtro de samario
que produce picos de energia que oscilan entre los 46.8 keV y los 80keV, que han
resultado ser los mas efectivos en la diferenciacion entre el tejido blando y el 6seo.

Sistema de Filtracion Dinamica

El sistema de filtracién dinamica DynaFlux ™ es otra de la innovaciones

Norland que complementa al disefio del haz lineal. Norland ha disefiado un
método mediante el cual se optimiza la deteccion de fotones
independientemente del grosor y las caracteristicas del paciente. Para ello se
utiliza un filtro de samario. La seleccion de este filtro evita la saturacién y la
infraexposicion de la cadena de detectores.

Tecnologia QuikScan ™

Todos los Densitdmetros Oseo Centrales de Norland incorporan nuestra
tecnologia exclusiva QuicScan ™. La tecnologia QuicScan ™ cuenta
con un avanzada combinacién de equipos mecanicos e informaticos, cuyo
resultado es una minima exposicién del paciente y tiempos de barrido muy
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bajos, mientras que se mantiene una precision y exactitud éptimas.
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Componentes del Equipo

El Densitometro Oseo Norland consta de dos partes: el Mddulo del
Escaner y la Consola del Operador.

Modulo del Escaner

El Modulo del Escaner es una mesa especialmente construida para que el
paciente se coloque en decubito supino. La superficie de la mesa esta
acolchada y tapizada con un tejido muy resistente que puede retirarse para
su limpieza. En la cabecera de la mesa (a la derecha si se situa frente a la
mesa de exploracion) se encuentra un dispositivo para colocar el rollo de
papel que cubrira la camilla en cada exploracién. Encontrara mas informacion
en las paginas 13-2 sobre Como Limpiar la Cubierta del Escaner y en la
13-2 sobre Cémo Limpiar la Funda de la Mesa de Exploracién.

La fuente de radiacién esta formada por un tubo de Rx dotado con una capa
hemirreductora para obtener Rx Caracteristicos (capa K). El tubo de Rx se
encuentra embebido en una carcasa de plomo, que tiene una ventana
(controlada electrénicamente) a través de la cual sale el haz de Rx. El haz
de Rx esta alineado con la cadena de detectores situados en el brazo del
escaner. La fuente de Rx esta especialmente disefiada para realizar
densitometrias, por lo que opera a bajas temperaturas lo que garantiza que el
tuvo tenga una larga vida.

Imagen 2-1: Médulos de Escaner de Norland

XR-46
EXCELLwholebody

EXCELL
EXCELLplus
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Panel de Control del Brazo del Escaner

En el Brazo del Escaner esta situado el Panel de Control. El operador
accionando los diferentes botones del panel de control puede desplazar el
Brazo del Escaner sobre el paciente marcando las distintas referencias
anatdbmicas que definiran el &rea de barrido deseada. Las flechas
arriba/abajo sirven para desplazar el Brazo del Escaner en el eje X (sobre la
mesa en direccidn posteroanterior). Las flechas izquierda/derecha sirven para
desplazar el Brazo del Escaner en el eje Y (eje longitudinal sobre la mesa). El
boton MARK sirve para identificar y marcar el area de barrido tanto en
pacientes como sobre el fantoma. Para mas informacion sobre los

i i READY X-RAY - .
indicadores === y X2 yaya a la pagina 2-5 Indicadores de
Exposicion . Encontrard mas informacién sobre el botén

en la pagina 2-4 Controles de Exposicion. Las funciones del botdn

se explican en el siguiente apartado Colocacion del Puntero Laser en
la pagina 2-9.

Imagen 2-2: Panel de Control del Brazo del Escaner

(&)
READY Lxrar
= t

= < SCANNER —> MAKK
l
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Colocacion del Puntero Laser

En el brazo del escaner esta situada una luz laser de baja energia que indica
la posicion exacta del haz de Rx. La luz laser esta alineada con el haz de Rx
situado en la mesa de exploracién y sirve para ayudar al operador a marcar y
definir las referencias anatdmicas. Para encender y apagar el puntero laser

haga clic en el botén @ en el Panel de Control del Brazo del Escaner.
Cuando el puntero laser estd encendido se ilumina este indicador

situado encima del botén

A pesar de tratarse de una luz laser de baja energia, deben tenerse en
cuenta las siguientes recomendaciones:

CAUTION

LASER RADIATION
DO NOT STARE INTO BEAM

7N 1.0 MILLIWATT MAXIMUM
670 NANOMETER QUTPUT
CLASS Il LASER PRODUCT

* Precaucion: No mire directamente a la luz laser.

* Precaucion: No permita que la luz laser incida directamente sobre sus
ojos. Si la luz laser incide en sus ojos, le deslumbrard, pero sin
causarle ningtn otro dafio inmediato.

* Precaucion: no permita que la luz laser se refleje en objetos brillantes
e incida directamente en sus 0jos.

Control por Ordenador

El Densitometro Oseo esta controlado/dirigido por un ordenador PC. El ordenador esta
disefiado y programado para trabajar exclusivamente con el Densitometro Oseo de
Norland y no debe utilizarse con ningun otro fin. El ordenador como controlador de un
equipo de Rx cuenta con el certificado del la FDA (Food and Drugs Administration).
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Sistema Informatico

El Sistema Informatico del Densitometro Oseo Norland esta disefiado, para facilitarle el
uso, como un entorno de Windows con el que Ud. esta ya familiarizado. Alguna de las
caracteristicas del sistema Norland incluyen un menu desde el que se dirigen las
distintas operaciones del sistema como: la calibracién del equipo, la compilacién de los
datos del barrido, el analisis de los resultados y la gestiéon de los archivos de los
pacientes. También dispone de otros accesorios como:

* Monitor con pantalla a color
* Impresora a color para imprimir los informes

Un raton que facilita el acceso a las distintas funciones del programa.

Accesorios

En los siguientes 4 apartados se recogen los accesorios que acompafan al Sistema
Norland.

Estandar de Calibracion QA

El Estandar de Calibracion QA en 77 pasos (EmpiriCAL ™) es una exclusiva
combinacion de capas de un material plastico y metalico utilizado para
realizar la calibracion del equipo. El Estandar de Calibracién cuenta con unas
asas y esta etiquetado con unos valores de caracterizacién establecidos en
fabrica.

Fantoma QC

El Fantoma anatémico QC es una fiel representacion de la densidad del hueso de la
columna vertebral humana y de su distribucion del tejido blando. Cada fantoma (Unico
para cada sistema) tiene un numero de serie e incluye una etiqueta en la que se indica la
densidad mineral 6sea (DMO) asignada, el contenido mineral 6seo (CMO) y los valores
de desviaciéon estandar determinados en fabrica. Dependiendo de las caracteristicas de
su densitdmetro, el fantoma puede también incluir los valores Grasa, Desviaciones
Estandar de la Grasa, Grasa Magra y Desviaciones Estandar para la Grasa Magra. Para
mas informacién vaya a la pagina 13-2 Cémo limpiar el Fantoma QC.
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Dispositivos de Posicionamiento

Se proporcionan dispositivos de posicionamiento para la colocacion especial del paciente
en los estudios de: columna lumbar AP, cadera, columna lumbar lateral y antebrazo.

TABLA 2-1: Dispositivos de Posicionamiento

Dispositivo de Posicionamiento | Numero de | Descripcién

Referencia

433A134 Dispositivo  utilizado para
Sist. De rotacion de cuellos obtener mediciones mas precisas
femorales y exactas en los estudios de

cadera al colocar las piernas del
paciente en una posicidn mas
apropiada.

388D550 Utilizado en los estudios de
Bloque separador de piernas cadera para conseguir una
abduccion correcta de los cuellos
femorales.

433D132 Utilizado para levantar las
Bloque para columna AP piernas 'y corregir lordosis
lumbar.

Dispositivo de fijacion para el 433A211 Utilizado en los estudios de
antebrazo* antebrazo. Incluye almohadillas
para el codo y la mano.

433A265 Utilizados para el
posicionamiento del paciente en
Bloques para columna lateral* los estudios de columna lumbar
lateral. Incluye: respaldo,
almohadilla para las costillas,
para las  extremidades y
almohada para la cabeza.

*Estos dispositivos de posicionamiento son opcionales y dependen
del modelo.

Rollo de Papel de Exploracion
Para garantizar la higiene sobre la superficie de barrido del escaner se incluye un rollo

de papel de exploracion de 21 “ de largo por 125 pies de largo (4799301). Para mas
informacion vaya a la pagina 13-3 Cémo Cambiar el Rollo de Papel de Exploracién.
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Programa de Garantia de Calidad

El equipo de Norland esta configurado para ayudarle a establecer un Programa de
Garantia de Calidad de forma sencilla a la vez que efectiva.

La precision y fiabilidad de los valores de densidad mineral 6sea obtenidos dependen de
la eficacia con que se realice el programa de garantia de calidad.

& Norland recomienda encarecidamente realizar, dentro del Programa
de Garantia de Calidad, la Calibracién Diaria antes de realizar ningin estudio. La
calibracién corregira/contrarrestara los pequefios cambios de espectro en la fuente
de Rx, las pequeiias diferencias en el circuito de interfase, ademas de otras
incidencias.

En el capitulo 4: Operaciones Basicas se explicard paso a paso cémo llevar
a cabo el Programa de Garantia de Calidad diariamente. En la péagina 4-8 se
explica en profundidad el Proceso de Calibracion Diario. Este proceso consiste
en:

» Estabilizar el escaner

* Comprobar y localizar dafios

» Realizar un barrido sobre el Estandar de Calibracion QA
* Realizar un barrido sobre el fantoma QC

* Comprobacion de la calibracion

Una vez iniciado el proceso de calibracién , éste continua automaticamente
hasta que se recogen todos los datos y hasta que los resultados del Estandar
de Calibracién QA y del Fantoma QC se muestren en consola.

Los resultados obtenidos del Programa de Garantia de Calidad deben
imprimirse y archivarse por si fuera necesario recurrir a ellos.

El programa Norland automaticamente envia un Mensaje de Alerta cuando hayan
transcurrido mas de 24 horas desde la ultima calibracion. Norland recomienda
encarecidamente realizar la calibracion diaria antes de realizar cualquier estudio.
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Imagen 2-3: Mensaje de Alerta del Programa de Garantia de Calidad (“Han transcurrido
3 dias desde la ultima calibracion. Norland recomienda encarecidamente realizar la

calibracion diaria antes de realizar cualquier estudio”).

Norland Alert

Ithas been 3 daws since vour last calibration. Nodand
V' strongly recommends performing a daily calibration
i 5 before scanning patiznts!

Los dias que no se utilice el Densitdmetro Oseo Norland no sera necesario
calibrar el sistema.
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Comparacién de Pacientes

Los resultados del barrido de un paciente se compararan no soélo con los estudios
densitométricos de una poblacion de referencia, sino también con los estudios previos de
dicho paciente. Se ha escrito mucho sobre las técnicas de analisis de la densidad 6sea."?
3

Comparacioén con la Tendencia de un Mismo Paciente

El analisis del indice de cambio en la densidad mineral 6sea de un paciente proporciona
al facultativo la informacion mas fiable sobre si ese paciente estd perdiendo o ganando
masa 6sea. Si se le han realizado estudios previos, el analisis actual se comparara con
los anteriores para determinar el indice de cambio.

Se requiere un razonamiento estadistico para interpretar los resultados de un estudio
densitométrico. Las diferencias obtenidas en dos estudios seriados de un mismo
paciente con valores muy parecidos podrian facilmente deberse a variantes aleatorias.
Para obtener un 95% de fiabilidad (p<0.05) de que la diferencia entre los valores
obtenidos se deban a un cambio en DMO actual, el cambio debe ser al menos:

> 3« V.

- 10C

x

valor de la
DMO

Esta ecuacion seria valida para dos estudios realizados a un mismo paciente sobre la
misma regién anatomica y con el mismo densitdmetro Norland. Los Coeficientes de
Variacion (C.V.) proporcionados para cada medida solo seran validos para sujetos con
estructuras 6seas bien definidas cuyo tejido blando no esté calcificado. La siguiente tabla
muestra un ejemplo de esta ecuacién utilizando los valores de los C.V facilitados por el
fabricante.

Cambios en la Columna Lumbar AP Cambios en el Cuello Femoral
C.V. del 0.9%" C.V. del 1.4%"
Si el primer valor obtenido es 1.0 gr/cm’el | Si el primer valor obtenido es 1.0 gr/cm’el
cambio debe ser de 0.025 gr/cm’ cambio debe ser de 0.039 gr/cm’

a.  Como se indica en la tabla 5-2 de la pagina 5-2
b.  Como se indica en la tabla 6-2 de la pagina 6-2

NOTA: Los C.V. de cada centro se consideran diferentes de aquellos C.V.
especificados por el fabricante, y dependen de la técnica y la experiencia cada operador.

1
Ross, P. D., Davis, J. W. Vogel, J. M., and Wasnich, R. D.: “A Critical Review of Bone Mass and the Risk of Fractures

in Osteoporosis”.
Calcified Tissue International 46:149-161, 1990.

?Melton I1L, J. L., Eddy, D. M., Johnson Jr., C. C.: “Screening for Osteoporosis”. Annals of Internal Medicine. 112:516-
528, 1990.
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? Assessment of Fracture Risk and its Application for Postmenopausal Osteoporosis”, WHO Technical Reports Series, No.
843.
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Precision

Precision es el grado de reproductividad por el cual se obtiene el mismo valor cuando se
repite la medicién. La precisién En vivo del Densitometro Oseo Norland es el grado de
reproductividad que tiene un equipo para obtener el mismo valor de densidad mineral
Osea cuando se repite el estudio a un paciente sobre la misma regién anatémica.
Los factores que afectan a la precision son:

» Errores inherentes al equipo.

* Técnica utilizada por el operador.

» Lanaturaleza En vivo de la medicion.

Todas las especificaciones sobre la precisidn que aparecen en esta guia y en
los productos fabricados por Norland dan por sentado que:

* El equipo funciona correctamente.

* El sujeto sometido a estudio permanece inmoévil.

» El operador tiene experiencia.

» Las técnicas de posicionamiento y analisis sean constantes.

Se puede mejorar la precisidon promediando los valores obtenidos en un
determinado numero de estudios repetidos. Aumentando el numero de
mediciones realizadas, se aumenta la precisién del valor principal, ya que
aumenta el factor de la raiz cuadrada. Esta técnica es la que se utiliza con los
fantomas para valorar la exactitud del sistema.

Exactitud

La exactitud es el grado por el cual el valor medido reproduce el valor actual de la
cantidad que esta siendo medida.

A pesar de que la exactitud de una medicion incluye la imprecision de realizar una unica
medicién, habitualmente se indica la exactitud del equipo eliminando este factor de
imprecisién. Se denomina “exactitud media” porque tomando el valor medio de muchas
mediciones se minimiza el factor de imprecision. Las especificaciones sobre la exactitud
del Densitometro Oseo Norland estan establecidas en términos de exactitud media.
Algunos fabricantes utilizan fantomas compuestos de hidroxiapatita y epoxina. La
calibraciéon de los equipos Norland se lleva a cabo con fantomas de hidroxiapatita
basados en las especificaciones hechas por White (White, D.R., Martin, RJ. y
Darlison,R.: “Epoxy resin based tissue substitutes.” Brit.J.Radiol.50, 814-821,1977).

Desviaciones Estandar

El término Desviaciones Estandar se utiliza para especificar la precision. En la
distribuciéon normal de una curva de Gauss (forma de campana), el 68% de todas las
mediciones se situaran dentro de una desviacion estandar de la media y el 95% de todas
las mediciones se situaran dentro de dos desviaciones estandar de la media.
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Comparacién con el Conjunto de Referencia

La densidad mineral 6sea (DMO) obtenida al realizar el estudio a un paciente se
compara con la de una poblacién de referencia sana que coincide con el sexo, raza y
edad del paciente. La diferencia entre los valores de densidad mineral 6sea (DMO) del
paciente respecto al valor medio de la poblacion de referencia se expresa graficamente y
se denomina derivaciones estandar. El programa de Norland contiene muchos conjuntos
de referencia para realizar la comparaciéon, y las pautas para crear conjuntos de
referencia basados en la poblacién local.

Se le facilitaran las actualizaciones de los conjuntos de referencia poblacionales sin
ningun coste adicional segun su disponibilidad.

Los conjuntos de referencia aparecen recogidos en una tabla y reflejan el
valor medio de DMO de la poblaciéon de referencia para la region anatdomica
prescrita. Muchas de estas tablas estan codificadas por colores para indicar
la Prediccion de Riesgo de Fractura. Adjuntamos un ejemplo de esta tabla en
la figura 2-4.

La linea media representa los valores medios de DMO para las edades indicadas en la
tabla. Las lineas situadas por encima y por debajo de la linea media estan dos
deviaciones estandar por encima (+2) o por debajo (-2) del valor medio.

Figura 2-4 Ejemplo del grafico que compara el riesgo de fractura del paciente con el
Conjunto de Referencia Poblacional.

L2-L4 Norland 400 C

1
Medium Risk

AGE
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Norland incorpora en su programa la tabla de criterios de riesgo de fractura
realizada por la OMS: ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD (WHO
World Health Organization) para determinar el riesgo de factura (ver tabla).

Tabla 2-2: Tabla de Criterios de Riesgo de Fractura Realizada por la OMS

Representa el rango de valores definidos
por la OMS como “normales”(tienen una
densidad mineral normal). En esta region
BAJO RIESGO los valores de la Escala T estan situados por
encima de —1 DE y corresponden al valor
medio de la masa 6sea maxima obtenida en
individuos jovenes sanos del conjunto
poblacional de referencia. Un paciente
cuyos valores se encuentren dentro de este
rango no hay un riesgo reconocible de
fractura.

Representa el rango de valores definidos
por la OMS como “osteopenia” (tienen una
densidad mineral baja). En esta region los
RIESGO MEDIO valores de la Escala T estdn comprendidos
entre —1 y -2.5 DE. Un paciente cuyos
valores se encuentren dentro de este rango
empieza a desarrollar el riesgo de fractura.

Representa el rango de valores definidos
por la OMS como “osteoporosis” (tienen
una densidad mineral muy reducida. En esta
ALTO RIESGO regiéon los valores de la Escala T estan
situados por debajo de —2.5 DE respecto al
valor medio obtenido en individuos jovenes
sanos. Un paciente cuyos valores se
encuentren dentro de este rango tienen
muchas probabilidades de sufrir una
fractura esponténea.
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Informes Densitométricos

Al final de cada capitulo se adjuntan ejemplos de los tres tipos de informes
que se pueden obtener. Los tres tipos de informes son: Informe Radiologico (Bone
Exam Report), Informe para el Paciente (Patient’s Report) e Informe para el
Meédico Especialista (Referring Physician’s Report). En las siguientes paginas
también se incluyen ejemplos de cada uno de estos informes para facilitarle su
consulta.

Informe Radiolégico

El analisis de los resultados incluye una imagen de la regién escaneada, graficos y la
informacion numérica en un informe con un formato caracteristico de dos paginas. A este
tipo de informe le llamaremos Informe Radiolégico “Bone Exam Report’ (antes conocido
como “Resultados Pagina 1”. Al final de este capitulo encontrara ejemplos de este tipo
de informe.

En la cabecera de la primera pagina del Informe Radiolégico aparece la informacién
basica del paciente (aquella que introdujo el operador en la ventana Ficha Paciente
“Patient Demographics” al realizar el registro del paciente).

Debajo aparece una imagen de la region escaneada. A la derecha aparece en un
recuadro los valores de DMO.

A continuacién, debajo de los graficos, aparecen en una tabla los valores numericos de
DMO, CMO, y el AREA. Para su informacion la cantidad de masa 6sea aparece recogida
como Densidad Mineral Osea (DMO), Contenido Mineral Oseo (CMO) y Area. La DMO
es igual al cociente entre el CMO partido por el Area expresado en gramos/centimetro
cuadrado.
Esta tabla incluye también los datos del barrido, informacion de referencia y /o la
tendencia de las regiones sobre las que se ha realizado el barrido, y las caracteristicas
basicas del barrido. También incluye informacion detallada y los datos numéricos de las
regiones sobre las que se ha realizado el barrido. Ademas aparecen los valores de
Escala T y Escala Z.
En la ultima linea de esta tabla (para los estudios de Columna Lumbar AP y
Cadera) aparece el valor de DMO Total. Las medidad utilizadas para medir la
regién de interés son gr/cm?. Para su informacién la cantidad de masa 6sea
aparece recogida como Densidad Mineral Osea (DMO), Contenido Mineral
Oseo (CMO) y Area. La DMO es igual al cociente entre el CMO partido por el
Area expresado en gramos/centimetro cuadrado.

En los Estudios Densitométricos de Cuerpo Entero (opcional) ademas
aparecen reflejados los valores de masa corporal magra y grasa del tejido
blando (expresados en gramos); asi como el porcentaje de la grasa corporal
total y los valores equivalentes de la determinacion del peso por inmersion
en agua. Para su informacién: el Committee for Standards en DEXA
establecid las ecuaciones equivalentes en 1995 para la Columna Lumbar AP
y en 1997 para la Cadera.
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El valor estandarizado DMOs y NHANES lll se utilizan exclusivamente en estudios de
cadera realizados en mujeres caucasicas. El valor estandarizado DMOs (Densidad
Mineral Osea Estandar) proporcionan al facultativo los valores de Escala T y Escala Z
para cualquier estudio de cadera realizado con un conjunto de valores de referecia
estandarizado, donde se incuye el NHANES Ill. Puede encontrar mas informacién en el
capitulo 16, Valores Poblacionales de Referencia.

Al final de la primera pagina aparece un area de comentarios “Comments”.
Este apartado del informe es una entrada de texto que puede rellenar al crear
el informe. Para introducir/modificar posteriormente el texto anadido
seleccione Herramientas> Informe > Completar Informe ( Tools>Report>
Complete Report) .

A IWuminatus DX4 4.0.0.23: Doe, Jane L. 555-555-1234: 8/6/2004
Filz Edt Calicezbon BELEN Help

Filz Tcalz
Zend To »

Mal

Audio Dictatiza Comelete Report
Lo Fiks )| Vew selected 8
Select Terclate, .,

La segunda pagina del Informe Radiolégico contiene informacion personal del
paciente, asi como informacion especifica de los parametros de barrido como
tipo de barrido, resolucién y velocidad. También contiene los cuadros de
referencia y tendencia con sus valores numéricos. El texto introducido
previamente en el apartado “Comments” (Comentarios) en la ventana Ficha
Paciente (Patient Demographic) aparece debajo de la informaciéon personal
del paciente.
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Informe Para el Paciente

En este tipo de informe aparece un area de comentarios “Comments”. Este apartado
del informe es una entrada de texto que puede rellenar al crear el informe. Para
introducir/modificar posteriormente el texto afnadido seleccione Herramientas> Informe >
Completar Informe ( Tools>Report> Complete Report) .

& NWuminatus DXA 4.0.0.23: Doe, Jane L, 555-555-1234: £/6/2004

File Edt Calicezsbon BEMER Help

Filz Teals

Send To: »

Mal

&udio Dictatizn Comelete Report

Log Fks . Wew Selected s

Select Temglate, .

Informe Para el Médico Especialista

En este tipo de informe aparece un area de comentarios “Comments”. Este apartado
del informe es una entrada de texto que puede rellenar al crear el informe. Para
introducir/modificar posteriormente el texto afiadido seleccione Herramientas> Informe >
Completar Informe ( Tools>Report> Complete Report) .

B2 IWuminatus DX4 4.0.0.23: Doe, Jane L. 555-555-1234: 8/6/2004

File Edt Calicvzbon BELSN Help

Filz Toals
Send To »
Mal
Audio Dictatizn Comclete Report
5 Wew Slected Al

b
Log Files
Select Temglate. ..
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Ejemplo de Informe Radiolégico para Estudio
Densitométrico de Columna AP

Para una rapida consulta incluimos una muestra de un Informe Radiolégico en dos paginas
para el estudio de Columna Lumbar AP.

Name: Doe, Jane L Ethnic:  Caucasan
1D: *AMLS Height: 155

Age: 48 years Weight: 110

Sex: Female

AP Spine on: 8%6/2004 12:35

L2-L4 MNorand 400 C L2 Morland 400 C
1.411 142
1.211
1.011
o
b= 0811
0.611
20 40 60
AGE
Young Ref. (%) 100.8 Young Ref. (%) 99.5
T-Score 0.05 T-Score -0.04
Age Match (%) 102.2 Age Match (%) 99.7
Z-Score 0.14 Z-Score -0.02
Bone image not for diagnosis.
Manual Cursor Placement
Region B\M[{ BMC (2) Arcfl Length  Width T- Young Z- Age ST Change ST Changc LT Change LT Cl.mngc
(g/en?)y (cm?) (cm) (cm) Score  Ref. (%) Score Match (%) (%) (%'yr) (%) (%/yT)
L2-14 1.110 42.46 38.23 9.15 12.0 0.05 100.8 0.14 102.2 LALLL oA LAL LA A
L2 1.091 12.77 11.70 3.00 12.0 -0.04 99.5 -0.02 99.7 AL LA L LA L
L3 1.105 15.38 13.92 330 12.0 -0.06 99.1 -0.02 99.7 L LLL) L LA L) CLLLL CLLEL
L4 1.134 14.20 12.61 2.85 12.0 0.31 104.8 042 106.7 LU L AL)  — CLLL LU
otat 1195mg/cm?® 45686mg 38.23 9.15 12.0 005 100.8 0.14 102.1 cenee cenee cenee cosee
SBMD Smg/ 5 38.23 .15 2.0 0.05 s 0. 02.
123 1.005 66.16 60.41 13.9 Q.00 *eees  ssses  seees ceeee ceeee cenee CEETS cesne
STD CVs for L2-L4 BMD: 1.0 BMC: 1.5 See Guide for ofer CVs
1.5mm X 1.5 mm, 130 mm/s, 120.00 cm, Rev. 4.0.0/2.3.1 Calib. 08/01/04 SN 8128
Comments:

comments field in Bone Exam Report
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Muestra de la segunda pagina de un Informe Radiolégico para el estudio de
Columna Lumbar AP:

Medications Calcium Weight 110
Comments Prescribe AP Spine and Hip Scan

Scan Information
Scan Type: Left Hp Resolution: 1.0x1.0
Analysis Date: 8/6/2004 08:18 Speed: 130 mmis
Calibration Date: 08/01/04 Width: 90
Technician: Mary Jane Host/'Scanner: 4.00/231
Physician: Dr. Welness Analysis/Revision: 4.00

Detailed Results

L3 Norland 400 C
145

BMD

Young Ref. (%) 99.1

T-Score -0.06
Age Match (%) 99.7
Z-Score -0.02

L4 Morland 400 C
140
1.201
1.00
o
S 080
@ 0601

20 40 60 50

AGE

Young Ref. (%) 104.8

T-Score 0.31
Age Match (%) 106.7
Z-Score 0.42

Total sBMD Morland 400 C

Young Ref. (%) 100.8

T-Score 0.05
Age Match (%) 102.1
Z-Score 0.14
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Ejemplo de Informe Radiolégico para Estudio
Densitométrico de Cadera

Para una rapida consulta incluimos una muestra de un Informe Radiolégico en dos paginas
para el estudio densitométrico de Cadera.

Name: Doe, Jana L. Ethnic:  Caucasian

D: *AMLS Height: 155
Age: 48 years Weight: 110
Sex: Famale
I H Left Hip on: 80612004 1244
Fem Neck Norlend 4/ C Troch  Marland 400 =
1215 0993

1015 0793

0515
g < 0593
@ 0615 [is]
0393
20 40 20
AGE AGE
Young Ref. (%) 100.9 Young Ref. (%) 86.8
T-Score 0.07 T-Score -0.96
Age Match (%) 113.1 Age Match (%) 97.0
Z-Score 0.99 Z-Score -0.20
Bone image not for diagnosis.
Regiof BMD BMC ( Area Length  Width T- Young Z- Age ST Change ST Change LT Change LT Change
o, (g/em?®) C@® (em?) (em) (cm)  Score  Ref (%) Score Match (%) (%) (%iyr) (%) (%/yT)
FemNeck  0.9956 4.647 4.667 1.50 0.07 100.9 0.99 1131 S - balele g
Troch 0.6828 8.277 12.12 -0.96 86.8 -0.20 97.0 - e kel rrocies
Total PR a3
1007mg/cm® 31333mg 3111 0.42 105.4 0.82 11 - e kel rrocies
sBMD
STD CVs for Neck BMD: 12 BMC: 1.7 See Guide for ather CVs.
1.0 mm X 1.0 mm, 90 mmi/s, 90.00 cm, Rev. 4.0.0/2.3.1 Calib. 0801/04 SIN 8128
Comments:

Bone Exam Report Comments fad.
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Muestra de la segunda pagina de un Informe Radiolégico para el estudio
densitométrico de Cadera:

lreatment Exercise, calcuim Heignt 133

Medications Calcium Weight 110

Comments  prascribe AP Spine and Hip Scan

Scan Information

Scan Type: Left Hp Resolution: 1.0x1.0
Analysis Date: 8/6/2004 08:18 Speed: 30 mm/s
Calibration Date: 08/01/04 Width: 9.0
Technician: Mary Jane Host/Scanner: 4.0.02.3.1
Physician: Dr. Wellness Analysis/Revision: 400

Detailed Results

Total sBMD NHANES Il C
1,202

AGE

Young Ref. (%) 105.4

T-Score 0.42
Age Match (%) 111.1
Z-Score 0.82
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Informe Radiolégico para el Médico Especialista

Muestra de un Informe Radiolégico para el Médico Especialista (pagina

1):

Referral Report -- Bone Density Test

Referred By:  Dr. Evans

Patient Name: Doe Jane
Patient ID: AP Spine

Age: 50 years

Gender: Female

Test Date: 10/12/2004 16:40

Dear Dr. Evans,

Thank you for referring Jane Doe to our practice.

The results of the Bone Density Test performed on Jane Doe are as follows:

L2-14]L2 L3 L4

Density (g/lcm)?| 1.371 |1.384]1.388|1.344
T-Score 166 |176 |1.59 [155
Z-Score 175 |1.78 |164 |167

This test was performed using the Norland XR-46 DXA Bone Densitometer. The XR-46 uses the
industry standard dual energy x-ray absorptiometry (DXA) technique to estimate bone density non-
invasively. This test includes values called the T-score and the Z-score. The T-score compares the
current study to bone density of a young healthy population and the Z-score compares the current study
to an age and gender matched reference population.

The T-score can be evaluated according to the criterion established by the World Health Organization
(WHO) as follows:

between -1 and -2.5 | Osteopenic (reduced bone density)
below 2.5 Ostgoporotlc (severely reduced bone
density)

The WHO criterion are especially useful when assessing the condition of postmenopausal women, men
over 65 years of age and men between 50 and 65 years of age with risk factors that may lead to
excessive bone loss.

Although very useful, this test is not the sole determinant of your bone health. There are other factors to
consider, which we can discuss if you wish. Examples of other risk factors for bone loss which need to be
considered in a general assessment include genetic influences such as a family history of osteoporosis,
environmental factors which may originate from nutrition or physical activity, the influence of endogenous
hormones or chronic disease, failure to achieve peak bone mass in youth and a history of excessive aging
related bone loss.

In reviewing this Bone Density Test, my specific recommendations are:
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Pégina : Muestra de un Informe Radiologico para el Médico Especialista:

That you explain these test results to your patient in light of their overall medical history.

Perform a repeat Bone Density Test in 24 months.

Finally, a review of this study indicates that extraosseous calcification may technically limit the usefulness
of these study interpretations.

Please feel free to call with any questions you may have.

Sincerely,

Dr. James Smith
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Informe para el Paciente

Esta es una muestra de un Informe Densitométrico que se enviaria al paciente (pagina 1):

Patient Report -- Bone Density Test

Pat|en_t Doe Jane
Name:

Patient ID: AP Spine
Age: 50 years

Gender: Female
Test Date:  10/12/2004 16:40

Dear Jane Doe,
This is the result of your recent Bone Density Test.

L2-14|L2 L3 L4

Density (g/cm)*| 1.371 | 1.384|1.388| 1.344

T-Score 1.66 1.76 |1.59 |1.55
Z-Score 1.75 1.78 | 164 |1.67

Your test was performed using the Norland XR-46 DXA Bone Densitometer. The XR-46 uses the
industry standard dual energy x-ray absorptiometry (DXA) technique to estimate your bone density
non-invasively. Your test includes values called the T-score and the Z-score. The T-score compares the
current study to bone density of a young healthy population and the Z-score compares the current
study to an age and gender matched reference population.

Your T-score can be evaluated according to the criterion established by the World Health Organization
(WHO) as follows:

If your T-score is: | You may be:
-1 orabove | Normal (adeguate bone density)

below -2.5 | Osteoporotic (severely reduced bone density)

The WHO criterion are especially useful when assessing the condition of postmenopausal women, men
over 65 years of age and men between 50 and 65 years of age with risk factors that may lead to
excessive bone loss.
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Pagina 2: Muestra de un Informe Densitométrico que se enviaria al
paciente:

A follow-up consultation for this test within 12 months.

A repeat Bone Density Test in 24 months.

Finally, a review of this study indicates that extraosseous calcification may technically limit the usefulness
of these study interpretations.

Please feel free to call with any questions you may have.

Sincerely,

Dr. James Smith
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Informe de Garantia de Calidad

A continuacién se incluyen muestras de Informes de Garantia de
Calidad

Como se indicara mas adelante en este manual, debera realizarse la calibraciéon diaria
del sistema antes de realizar un estudio para garantizar la calidad de las mediciones de
la densidad 6sea.

Durante este procedimiento, primero se realiza un barrido sobre el Estandar de
Calibracion QA. A continuacion se realiza un barrido sobre el Fantomas QC (ya sea el
Fantomas Transparente o el Fantomas Negro). Su equipo contara con un fantomas
transparente o un fantomas negro dependiendo del modelo o la opcidn.

Tras el barrido, se realizaran automaticamente, sin que el operador intervenga, los Test
Diagnosticos del Sistema.

Una vez que terminan estos barridos se ofrece al operador la posibilidad de
imprimir los resultados. Estos informes denominados “QC Results” deben
archivarse en una carpeta como se indica en el apartado 7. Para mds informacion
vaya a Visualizacion e Impresion de los Resultados de la Calibracién en la
pagina 4-23.

Por favor tenga en cuenta de que si utiliza el Fantomas Transparente solo se imprimira
un Informe QC:

* Precision DMO
Si utiliza el Fantomas Negro se imprimiran tres Informes QC:
* Precision DMO

* Precision grasa
* Precision magra
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Ejemplo de Informe de Garantia de Calidad- DMO

Imagen 2-5: Informe QC- Precision DMO

QC Results
Host: 4.0.0 Last QA Completed
Calibration: 4.0.0 08/24/04 ©:24
Scanner: 231
Scanner S/N: 8128

Calibration Standard S/N: 5852
K1: 0.46304 K2: 0.00334
K3: -0.02949 K4: 3.00515
KS5: 1.55666

/

Discriminator(FH,FL,IH,IL): 1425,216,1454,170

.

ACCURACY: OK

BMD Precision
2 i
3 o
2
-
AUG 15 SEP 15 OC 15 NOV 15 DEC 15 JAN 15 FEB 15 MAR
Months
QC Accuracy
A B e R R
- |
1.6f -
AUG 15 SEP 15 OC 15 NOV 15 DEC 15 JAN 15 FEB 15 MAR
Months
Phantom LastQC Last 16 QCs
ID: 8125 Date: 08/25/04
BMD: 0.883 BMD: 0.873 Mean: 0.880
BMD SD; 0.010 BMC: 53.07 CV:0.44
PRECISION: OK
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Ejemplo de Informe de Garantia de Calidad- Precisiéon grasa

Imagen 2-6: Informe QC- Precision grasa (opcional)

QC Results
Host: 4.0.0 Last QA Completed
Calibration: 4.0.0 08/24/04 9:24
Scanner: 2341
Scanner S/N: 8128

Calibration Standard S/N: 5852
T1:-14.90343 T2: 0.60071
T3: 15.49458 T4:0.38773
T5: 223.71624 /

Discriminator(FH,FL,IH,IL): 1425,216,1454,170

Fat Precision

sD

AUG 15 SEP 15 OC 15 NOV 15 DEC 15 JAN 15 FEB 15 MAR
Months

QC Accuracy

2 it s A T A = 1l SO A

* 0

L

AUG 15 SEP 15 O©C 15 NOV 15 DEC 15 JAN 15 FEB 15 MAR

Months
Phantom LastQC Last 1€ QCs
ID: 8125 Date: 08/25/04
Fat: 4346 Fat: 427.34 Mean: 428.69
Fat SD: 12.000 CV:1.73
PRECISION: OK
ACCURACY: OK
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Ejemplo de Informe de Garantia de Calidad- Precision magra

Imagen 2-7: Informe QC- Precisién magra (opcional)

QC Results
Host: 400 Last QA Completed
Calibration: 4.0.0 08/24/04 ©9:24
Scanner: 2341

Scanner S/N: 8128

Calibration Standard S/N: 5852
T1:-14.90342 T2: 0.60071
T3: 15.48458 T4:0.38773
T5:223.71623 7

Discriminator(FH,FL,IH,IL): 1425,216,1454,170 /

Lean Precision

AUG 15 SEP 15 ©OC 15 NOV 15 DEC 15 JAN 15 FEB 15 MAR
Months

QC Acciracy

AUG 15 SEP 15 OC 15 NOV 15 DEC 15 JAN 15 FEB 15 MAR

Monthe
Phantom LastQC Last 16 QCs
ID: 8125 Date: 08/25/04
Lean: 600.1 Lean: 606.15 Mean: 604.65
Lean SD: 10.000 CV: 1.05
PRECISION: OK
ACCURACY: OK
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