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Introduccién

1. INTRODUCCION

1.1. EPILEPSIA

1.1.1. Definicion vy tipos

La epilepsia se compone de un conjunto heterogéneo de condiciones clinicas con una
elevada prevalencia y repercusion socio-sanitaria. La Liga Internacional Contra la
Epilepsia (ILAE) la define como una alteracion cerebral cronica caracterizada por una
predisposicion mantenida a generar crisis epilépticas y por las consecuencias
neurobioldgicas, cognitivas, psicoldgicas y sociales de dicha alteracion (1).

Las crisis epilépticas pueden definirse como eventos clinicos paroxisticos y
transitorios que resultan de una descarga anormal, excesiva y sincronica de un grupo de
neuronas ubicadas predominantemente en la corteza cerebral. Generalmente son
procesos breves, con una duracién de segundos a minutos, y caracterizados por una
alteracion subita del comportamiento con aparicion de convulsiones. El término
convulsion se refiere a la realizacion de movimientos musculares involuntarios, mas o
menos violentos, que pueden afectar a una parte del cuerpo (convulsiones parciales) o a
su totalidad (convulsiones generalizadas) y que a veces se acompafian de pérdida de la
conciencia y del control de los esfinteres. Dichas convulsiones pueden observarse
también en individuos sanos como resultado de una serie de alteraciones transitorias;
convulsiones febriles, convulsiones secundarias a hipoglucemia, hipocalcemia o
hiponatremia, o inducidas por ciertas drogas son ejemplos de convulsiones ocasionales
y que no implican que el individuo sea diagnosticado de epilepsia. Por tanto, el
concepto clinico y epidemioldgico segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y
la ILAE requiere la aparicién de dos o mas crisis epilépticas no provocadas, excluyendo
asi al 10% de la poblacion mundial que sufre algun tipo de convulsion a lo largo de su
vida (2).

Segun la clasificacion internacional de las crisis epilépticas (Comision para la
Clasificacion y Terminologia de la ILAE (ILAE-1981)) existen dos tipos de crisis
epilépticas (2):
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e Crisis parciales o focales: son aquellas en las cuales la descarga eléctrica se
origina en un grupo mas o menos localizado de neuronas corticales, conocido
como foco epileptogénico.

e Crisis generalizadas: se caracterizan por una activacion simultanea y sincrénica
de ambos hemisferios cerebrales, especialmente la corteza frontocentral, con
participacion de estructuras diencefalicas, sobre todo ciertos nucleos talamicos,

y las conexiones talamo-corticales.
En funcién de los sintomas o signos de cada tipo de crisis epiléptica se puede hacer una

clasificacion detallada de las mismas (3):

Tabla 1. Clasificacion Internacional de las crisis epilépticas (Commission on
Classification and Terminology of the ILAE, 1981)

1. Crisis parciales o focales
a. Crisis parciales simples
i. Con signos motores
ii. Con sintomas somatomotores o sensoriales especiales
iii. Con signos o sintomas autonémicos
iv. Con sintomas psiquicos
b. Crisis parciales complejas
i. Crisis parciales simples seguidas de alteracion de la conciencia
ii. Con empeoramiento de la conciencia desde el inicio
c. Crisis parciales con evolucion hacia crisis generalizadas
i. Crisis parciales simples que evolucionan a crisis generalizadas
ii. Crisis parciales complejas que evolucionan a crisis generalizadas
iii. Crisis parciales simples que evolucionan a crisis parciales complejas y después
a crisis generalizadas
2. Crisis generalizadas (convulsivas y no convulsivas)
a. Crisis de ausencia
i. Ausencias tipicas
ii. Ausencias atipicas
b.  Crisis miocl6nicas
c. Crisis clénicas
d. Crisis tonicas
e.  Crisis ténico-clénicas
f.  Crisis atonicas (crisis astaticas)

3. Crisis epilépticas inclasificables.
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Aungue la existencia de un componente genético en la etiologia de la epilepsia ya fue
postulada en la época de Hipdcrates ha sido el desarrollo de las nuevas tecnologias en el
ambito de la biologia molecular lo que ha permitido demostrar el papel de los genes en
el desarrollo de la enfermedad. En las Gltimas décadas se han identificado un nimero
creciente de mutaciones genéticas asociadas a epilepsia, en concreto mutaciones en
genes especificos que en su mayoria codifica proteinas de subunidades de canales
ionicos de las neuronas cerebrales y otra gran parte codifica ciertos receptores de
neurotransmisores o moléculas que intervienen en la comunicacion intercelular. Sin
embargo, el papel de los factores genéticos en la etiologia de las crisis epilépticas
reviste una gran complejidad ya que su herencia no sigue un patrén mendeliano clasico,
lo cual nos lleva a pensar que existen otros factores adicionales que intervienen en el
desarrollo de la patologia y que por tanto, la etiologia de las crisis epilépticas es
multifactorial. Entre los factores adquiridos mas frecuentes se encuentran las causas
estructurales, entre ellas la presencia de tumores, dafio cerebral postraumatico,
accidentes cerebrovasculares, infecciones y/o estados toxico-metabolicos, etc... (4,5).
Por todo esto, la clasificacion mas reciente propuesta por la ILAE es la siguiente:
epilepsias genéticas, aquellas que son resultado directo de un defecto genético y cuyas
crisis constituyen el sintoma principal del proceso; epilepsias de causa estructural o
metabolica, aquellas en las que hay evidencia de una alteracion estructural o metabdlica
definida y asociada a un mayor riesgo de padecer crisis epilépticas; y epilepsias

idiopaticas o de causa desconocida en las que se desconoce su origen (2)

1.1.2.  Fisiopatologia

Las crisis epilépticas se producen por disparos sincronizados de determinadas
poblaciones neuronales del sistema nervioso central. En la corteza cerebral encontramos
dos tipos de neuronas: las neuronas de proyeccion o neuronas principales, que envian
informacion a neuronas distantes, y las interneuronas que participan en circuitos locales
y modulan la actividad de neuronas cercanas. La mayor parte de las neuronas
principales constituyen sinapsis excitadoras sobre las neuronas postsinapticas, y gran
parte de las interneuronas forman sinapsis inhibitorias sobre neuronas principales y
otras neuronas inhibidoras. La comunicacién neuronal normal esta regulada a través de
un complejo equilibrio entre las sefiales excitadoras y las sefiales inhibitorias que

reciben las neuronas; si este equilibrio se altera pueden producirse descargas
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descontroladas de impulsos excitadores que den lugar a una crisis epiléptica.

La funcién neuronal normal supone el mantenimiento de cierta diferencia del
potencial transmembrana (60-80 mV) con negatividad intracelular, debido a la
diferencia de concentracion de determinados iones intra y extracelulares. Cuando una
neurona recibe un impulso nervioso se desencadena un proceso denominado potencial
de accion que no es mas que cambios breves e intensos del potencial de membrana que
se propagan sin decremento a lo largo de las membranas. Dichos cambios del potencial
de membrana son debidos a cambios en la conductancia a los iones Na* y K* como
consecuencia de la apertura y cierre de canales especificos para estos iones y que son
dependientes de voltaje. Cuando el potencial de membrana se altera y alcanza un nivel
critico de despolarizacion, denominado potencial umbral, se desencadena el potencial
de accion; por debajo de este nivel critico de excitacidn se desencadenan respuestas

locales (potencial local).

La fase de despolarizacion rapida de la membrana es consecuencia de la apertura de
canales de Na* dependientes de voltaje que determinan un brusco y transitorio aumento
de conductancia para este ion. Esta entrada masiva de cargas positivas a favor de
gradiente de concentracion reduce la diferencia de potencial transmembrana y
finalmente la invierte. La fase de repolarizacion se inicia tras la inactivacion de los
canales de Na"y como consecuencia se produce una caida de la conductancia para este
ion debido a que se reduce la fuerza impulsora como consecuencia del acercamiento al
potencial de equilibrio del Na™ Al mismo tiempo se abren canales de K™ dependientes
de voltaje aumentando la conductancia para este i6n, ya que en este momento se
encuentra alejado del potencial de equilibrio. El cierre tardio de estos canales provoca
una hiperplarizacibon momentanea de la membrana (Fase de hiperpolarizacion).
Finalmente se restablece el potencial de membrana en reposo gracias a la bomba Na™/
K*. También estan implicados en el proceso los canales de Ca* dependientes de voltaje
que acttan reforzando la fase de repolarizacion iniciada por la entrada de Na* e incluso

pueden llegar a ser los Unicos implicados en esta fase (Figura 1).



Introduccién

Potencial
de accién
+40
z
) <
o 0 'C? ?3
) 8 3
) & )
> e N
Umbral Q / Inicios \ &
-55 fallidos
Estado de reposo
-70
Periodo
Estimulo refractario
0 1 2 3 4 5
Tiempo (ms)

Figura 1. Fases del potencial de accion
(https://bioquimicadental.wordpress.com/2016/01/21/potencial-de-accion/)

Por tanto, tras recibir el impulso nervioso se produce en la membrana neuronal un
proceso de despolarizacion que al alcanzar cierto umbral desencadena un potencial de
accion; pero si por el contrario se altera el equilibrio entre el potencial postsinaptico
excitatorio y el potencial postsindptico inhibitorio no se produce un potencial de accion

normal sino que aparece la llamada despolarizacion paroxistica.
La excitabilidad neuronal aumentada puede deberse a:

¢ Alteracion estructural o funcional de los canales idnicos dependientes de voltaje
localizados en la membrana neuronal de manera que se modifica su
permeabilidad. Los canales de Na* y Ca" son clave en la generacion de
descargas anormales, mientras que la alteracion de la conductancia al K™ y CI
puede explicar fallos en la inhibicion neuronal. Dichos desordenes parecen tener

una base genética y deberse a mutaciones puntuales en los genes que codifican
dichos canales.

*

¢ Regulacion anormal de la concentracion extracelular de iones. Esta anomalia
puede conducir a una despolarizacion excesiva de las membranas neuronales; es
probable que las células gliales desempefien un papel crucial en este proceso ya

que dichas células son las que controlan, fundamentalmente, el microambiente
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celular en lo que respecta a la composicion ionica, los niveles de

neurotransmisores y el suministro de citoquinas y otros factores de crecimiento.

% Anomalias estructurales de las conexiones sindpticas que den lugar a una

descompensacion entre el nimero de neuronas pre y postsinapticas.

% Cambios en las concentraciones de neurotransmisores excitadores Yy/o
inhibidores. Los neurotransmisores liberados al espacio sinaptico se unen a
receptores especificos de la membrana postsinaptica determinando el aumento
de la permeabilidad a ciertos iones, con los consiguientes cambios de polaridad.
El neurotransmisor excitatorio por excelencia es el glutamato, en tanto que los
neurotransmisores inhibitorios predominantes son el acido y-amino butirico
(GABA) v la glicina. Los cambios en las concentraciones de dichas sustancias
pueden deberse a defectos en los procesos de produccion, liberacion,
degradacion o recaptacion.

¢+ Alteracion de los receptores postsinapticos, ya sea a nivel estructural, funcional,
0 a nivel de su concentracion relativa, pueden inducir el desequilibrio de las
sefales excitatorias e inhibitorias. Los receptores glutamatérgicos excitatorios
son de dos tipos, los NMDA y no-NMDA (AMPA vy Kainato). La union del
glutamato a los primeros provoca la apertura de los canales tanto de Na* como
de Ca’, favoreciendo de esta manera la despolarizacion de la membrana
neuronal. Dentro de los receptores para el GABA encontramos los receptores
GABA-a y GABA-b. La union del GABA a los receptores GABA-a produce la
apertura de los canales de CI" permitiendo la entrada de este i6n al interior
celular y dando lugar asi a una hiperpolarizacion. Los receptores GABA-b
determinan de forma indirecta y no a través de un ionéforo, un incremento en la

conductancia del K.

Ademas de la excitabilidad neuronal aumentada es indispensable para la generacion
de crisis epilépticas que se produzca sincronizacion neuronal, lo cual supone la
participacion simultanea de un gran namero de neuronas que normalmente descargan de

forma asincrénica (6).
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1.1.3. Epidemiologia de la epilepsia

La epilepsia es uno de los trastornos neurolégicos mas frecuentes, junto con las
cefaleas, el ictus y la enfermedad de Alzheimer, presente en todas las sociedades y
grupos de edad. La OMS calcula que en la actualidad alrededor de 50 millones de
personas en todo el mundo padecen o han padecido epilepsia en algiin momento de su
vida. La proporcién estimada de la poblacion general con epilepsia activa (es decir, con
ataques continuos 0 necesidad de tratamiento) oscila entre 4 y 10 por cada 1000
personas. Sin embargo, algunos estudio realizados en paises subdesarrollados sugieren
una proporcién mayor, entre 7 'y 14 personas por cada 1000 (OMS, Febrero 2017).

20
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Figura 2. Distribucion de epilepsia a nivel global (OMS, 2017)

Segun estimaciones, se diagnostican unos 2,4 millones de casos de epilepsia al afio
en el mundo. En los paises con mayores ingresos aparecen entre 30-50 casos por cada
100.000 habitantes/afio en poblacidn general, mientras que en paises con ingresos bajos
0 medios esta cifra puede llegar a ser hasta dos veces mas alta (OMS, Febrero 2017).
Algunos estudios afirman que la incidencia de epilepsia en paises en desarrollo oscila
entre 49.3 y 190 por cada 100.000 personas (7). Esta mayor tasa de incidencia puede ser
atribuible al mayor riesgo de padecer ciertas enfermedades endémicas como paludismo
0 neurocisticercosis, traumatismos craneales, la morbilidad perinatal asi como la
dificultad de implantacion de programas de prevencion y acceso a tratamientos
farmacoldgicos efectivos (8). Segun algunos autores cerca del 80% de las personas que

sufren epilepsia viven en paises en vias de desarrollo (9).
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En nuestro pais se han llevado a cabo escasos trabajos acerca de la epidemiologia de
la epilepsia, estando ademas todos ellos geograficamente limitados y alguno de ellos
referido a un grupo etario concreto. El primer estudio fue publicado en 1991 y recogia
los datos de una poblacion de escolares de entre 6 y 14 afios de la ciudad de Valladolid.
Sus autores obtuvieron una prevalencia estimada de epilepsia a lo largo de la vida de
5,72 por 1000 habitantes y de epilepsia activa de 3,82, con una prevalencia levemente
mayor en varones (10). En el afio 2001, Luengo et al llevaron a cabo un estudio limitado
a cuatro municipios de la zona norte de la Comunidad de Madrid con una poblacion
total de 98405 sujetos del cual se extrajeron los siguientes datos: la prevalencia de
epilepsia a lo largo de la vida fue de 4,12 por 1000 habitantes, mientras que de epilepsia
activa fue de 4,0 por 1000. En este caso no se encontraron diferencias en cuanto al sexo
(11). El primer estudio de incidencia publicado en Espaiia fue realizado durante los afios
2002-2005 en poblacion infantil menor de 15 afios de la Comunidad de Navarra. En este
trabajo se recogieron todos los casos nuevos de epilepsia registrados en el hospital de
referencia de Neuropediatria encontrandose una incidencia de 62,6 casos por 100000
habitantes, siendo maxima en el primer afio de vida y disminuyendo progresivamente
hacia la adolescencia (12). Posteriormente, en el afio 2009, Benavente et al realizaron en
la provincia de Huesca un estudio de prevalencia de la epilepsia en poblacion
adolescente. En él encontraron una prevalencia de epilepsia activa de 6,3 por 1000
habitantes (13). En el trabajo llevado a cabo en la provincia de Malaga en el que se
incluyeron 2281 pacientes sus autores encontraron una prevalencia de epilepsia activa
de 4,70 por 1000 habitantes (14).

Recientemente, la SEN en colaboracion con el Grupo de Estudio de Epilepsia de la
SEN vy la Sociedad Andaluza de Epilepsia, han llevado a cabo un estudio
epidemiologico que fue publicado en el afio 2015 denominado Epiberia y cuyo objetivo
fue determinar la tasa de prevalencia de epilepsia en Espafa. El estudio se desarroll6 en
tres areas geograficas espafiolas distantes entre si y con diferentes caracteristicas socio-
econdmicas, demograficas y culturales, Zaragoza, Sevilla y Almeria, intentando de esta
manera conseguir una poblacion representativa del total nacional. En el proyecto,
llevado a cabo durante los afios 2012 y 2013, se incluyeron 1741 personas de las cuales
216 fueron finalmente diagnosticadas de epilepsia segun los criterios de la ILAE. Del
estudio se deduce que la prevalencia estimada, ajustada por edad y sexo por cada 1000

personas, fue de 14,87. La prevalencia de epilepsia activa fue de 5,79 y de epilepsia
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inactiva de 9,08 por cada 1000 personas (15).

En cuanto a la prevalencia de epilepsia en poblacién espafiola respecto al género, no
se han encontrado diferencias estadisticamente significativas entre hombres y mujeres,
aunque algunas publicaciones si reflejan una prevalencia ligeramente mayor en el sexo
femenino (13,97/1000) que en el masculino (ratio 1,4:1) (15). Sin embargo, otros
autores afirman que, a pesar de no existir diferencias entre sexos los hombres presentan
mayor riesgo de desarrollar crisis epilépticas no provocadas, variando la relacién entre
1,1 a1,7 para la mayoria de estudios (16).

Respecto a la distribucion de epilepsia por rangos de edad algunos estudios muestran
una incidencia mayor entre los nifios de entre 6 y 14 afios, adolescentes y ancianos (en
edades por encima de 60 afios la incidencia se situa en 134 por 100000 habitantes) que
en sujetos de edades medias (11,17). Sin embargo, estudios mas recientes no encuentran
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de edad establecidos aunque
si una prevalencia ligeramente menor en pacientes con edades comprendidas entre 18-
39 afos (15).

Como ya se ha comentado anteriormente, la epilepsia es una enfermedad cronica que
supone un gran impacto en la poblacion, especialmente en aquellos casos que es
farmacorresistente. EIl hecho de que el 5-10% de la poblacion experimente una crisis a
lo largo de su vida, que del total de ingresos hospitalarios los que ocurren por epilepsia
suponen 35 pacientes por cada 100.000 enfermos dados de alta en un hospital y que el
coste total de la epilepsia prevalente segun datos del afio 2000 puede suponer alrededor
del 5% del presupuesto total de Sanidad, nos permiten afirmar que la epilepsia es una
enfermedad neuroldgica que supone un gran impacto sociosanitario en la poblacion
espafola. Ademés del impacto economico que supone, los enfermos presentan
importantes problemas médicos y sociales en relacion a las crisis recurrentes, la
enfermedad neuroldgica subyacente, los efectos secundarios de la medicacion y la
estigmatizacion social. Todo esto hace que dichos enfermos sufran una limitacién
importante en las actividades de la vida diaria, una reduccion en la calidad de vida
percibida y un incremento en la morbilidad y mortalidad (17). Segun la OMS el riesgo
de muerte prematura de las personas con epilepsia es entre dos y tres veces mas alto que
el de la poblacion general en los paises de ingresos altos, y mas de seis veces superior

en los paises de ingresos bajos 0 medianos.
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1.1.4. Diagnostico

La elaboracién de una historia clinica detallada es una de las herramientas
fundamentales para el diagnéstico de la epilepsia. En ella se debe incluir toda la
informacién posible acerca de la crisis epiléptica: afectaciébn o no del estado de
conciencia, aparicion de sintomas motores, sensitivos, sensoriales y/o verbales, duracion
aproximada de la crisis, recuperacion del estado de normalidad, etc... El examen fisico
y, en particular, el examen neuroldgico es un componente importante en la evaluacion

de un paciente con sospecha de epilepsia.

El registro de la actividad eléctrica cerebral mediante la realizacion de un
electroencefalograma (EEG) es de gran ayuda en el diagnostico, clasificacion y
seguimiento de un paciente con sospecha clinica de epilepsia; no obstante hay que
destacar que la incidencia de actividad epileptiforme en el EEG de poblacion sana es del
2-3% en el adulto y de un 5% en nifios y que por tanto, en aquellos casos en los que no
haya una clara sospecha clinica de epilepsia u otra patologia con sintomas neurologicos
la realizacion de un EEG no estad indicada debido a que puede dar falsos positivos
(18,19).

Las dos técnicas de imagen aplicables en el diagndstico de pacientes con crisis
epilépticas o epilepsia son la resonancia magnética (RM) y la Tomografia Axial
Computarizada (TAC), cuya finalidad es proporcionar informacion de las posibles
anomalias estructurales y funcionales (metabolismo, alteracion del flujo cerebral...)
relacionadas con el foco epileptogénico y la posible etiologia subyacente a las crisis
epilépticas. La RM es una técnica que mediante la aplicacion de campos magnéticos y
ondas de radiofrecuencia obtiene imagenes con buena diferenciacion tisular, y que
debido a su clara superioridad a la hora de detectar y tipificar lesiones estructurales debe
considerarse la técnica de eleccion para el estudio de estos pacientes. EI TAC es una
técnica que obtiene imagenes del paciente mediante la utilizaciéon de radiaciones
ionizantes y que puede ser superior a la anterior si lo que se desea es descartar
calcificaciones o hemorragias, por lo que es la mas indicada en situaciones de urgencia
(20).

Ademas de los anteriormente citados, existen una serie de pruebas complementarias
que pueden ayudar al clinico a establecer el diagndstico definitivo. Entre ellas se

encuentran (3):
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Realizacion de una analitica basica. Las guias de practica clinica aconsejan su

realizacion antes de iniciar un tratamiento, no tanto para ayudar al diagnéstico

sino para evaluar los posibles efectos adversos del tratamiento, aunque también

es util en determinados casos para descartar una causa sintomatica de la crisis

epiléptica, como pueden ser las alteraciones en los niveles de glucemia o sodio.

¢+ Electrocardiograma.

% Test neuropsicoldgicos para evaluar alteraciones cognitivas, en particular en las
areas del lenguaje y de la memoria.

% Test genéticos, ya que en los ultimos afios se han detectados alteraciones

genéticas en un gran grupo de epilepsias, tanto parciales como generalizadas.

1.1.5. Tratamiento

Una vez establecido el diagnéstico de epilepsia debe iniciarse un tratamiento con
farmacos antiepilépticos (FAE) de acuerdo con el tipo de crisis y sindrome epiléptico,
asi como con su etiologia. Ademas, deben tenerse en cuenta las caracteristicas del
paciente (co-morbilidades, edad y género entre otros factores), mecanismo de accién de
los FAE, farmacocinética y posibles interacciones y reacciones adversas. En un
principio, todas las guias recomiendan comenzar el tratamiento con un solo farmaco
(monoterapia) y se va aumentando de forma gradual en funcion de la respuesta clinica.
Si las crisis contindan pese a que la dosis de la droga se ha llevado al limite de
toxicidad, el farmaco debe suspenderse gradualmente y reemplazarse por otro de
segunda eleccion. Esta estrategia de monoterapia secuencial puede intentarse con dos o
tres farmacos diferentes. Las ventajas de la monoterapia son la menor incidencia de los
posibles efectos adversos colaterales y evitar interacciones medicamentosas. Si aun asi
el paciente continla con crisis, los FAE pueden combinarse (politerapia)
recomendandose siempre asociar aquellos farmacos con mecanismos de accion

diferentes.

Como ya se ha mencionado, en la actualidad se dispone de una gran variedad de
farmacos anticonvulsivantes con diferentes mecanismos de accion y dianas terapéuticas.
La eleccion del FAE mas apropiado no sélo tiene como objetivo controlar la aparicion
de convulsiones sino también evitar los efectos secundarios del tratamiento y restaurar

la calidad de vida del paciente. Se estima que con el tratamiento adecuado
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aproximadamente el 70% de los pacientes epilépticos lleva un control satisfactorio de su
enfermedad; no obstante aun queda un nimero importante de personas cuyas crisis no
son adecuadamente controladas o que sufren efectos adversos indeseables (OMS,
Febrero 2017). Esto ha motivado una continua investigacion para el desarrollo de
nuevos agentes anticonvulsivantes y la mejora del conocimiento de los ya existentes

para intentar superar tales dificultades.

Desde el punto farmacocinético el FAE mas apropiado es aquel que tiene una
absorcion réapida y completa por via oral, que no se liga a proteinas plasmaticas, no
metabolizacién hepatica, ausencia de metabolitos activos, ausencia de interacciones,
cinética lineal (relacion entre la dosis administrada y la concentracion plasmatica), vida
media de eliminacion prolongada, eliminacion renal y rango terapéutico definido (21).
Cabe sefialar que los FAE clasicos con metabolismo hepatico (isoenzimas del citocromo
P-450) son los que presentan mayor niumero de interacciones. Los FAE de segunda y
tercera generacion presentan menos o0 ninguna interaccion con el resto de los FAE. De
acuerdo con sus caracteristicas farmacodinamicas el FAE ideal presenta un amplio
espectro terapéutico, eficacia clinica demostrada, buena tolerabilidad a corto y largo

plazo y ausencia de efectos adversos graves (21).

Desde la introduccién de los Bromuros por Locock en 1857 hasta la actualidad han
surgido multitud de farmacos empleados en el tratamiento de la epilepsia y las crisis
convulsivas (22). Los FAE de primera generacion o “clasicos” son fenobarbital (PB),
fenitoina (PHT), etosuximida (ESM), primidona (PRM), carbamazepina (CBZ) y acido
valproico (VPA), vy se incorporaron al tratamiento a humanos entre los afios 1912 y
1963. Estos farmacos dominaron la terapéutica antiepiléptica durante gran parte del
altimo tercio del siglo XX hasta la aparicién de otro gran grupo de FAE, los FAE de
segunda generacion, entre los que encontramos felbamato (FBM), gabapentina (GBP),
lamotrigina (LTG), levetiracetam (LEV), oxcarbazepina (OXC), tiagabina (TGB),
topiramato (TPM), vigabatrina (VGB) y zonisamida (ZNS) (Figura 3) . Estos nuevos
antiepilépticos aumentaron la posibilidad de tratamiento de crisis y epilepsias que eran
particularmente resistentes a los FAE de primera generacion, y a pesar de que
ofrecieron un mejor perfil de efectos secundarios y menor interaccién medicamentosa,
con el tiempo se ha visto que su rango de control total o parcial de crisis epilépticas no
ha variado mucho respecto a los FAE de primera generacion ya que sigue habiendo

alrededor de un 30% de pacientes que siguen sin controlar la aparicion de crisis (23,24).
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En dichos pacientes la opcion terapéutica mas apropiada es probablemente la
administracion combinada de dos o mas FAE o el tratamiento con los FAE
posteriormente descubiertos englobados bajo el nombre de FAE de tercera generacion.
Estos FAE tienen diversos mecanismos moleculares de accion y por tanto, podrian
ofrecer un enfoque novedoso y ventajoso para el tratamiento de la epilepsia,
especialmente en pacientes con crisis refractarias. Ademas, los FAE de tercera
generacion parece que ofrecen una mejor tolerabilidad, efectos secundarios mas leves,
menos interacciones farmacoldgicas y hormonales y caracteristicas farmacocinéticas
mejoradas en comparacién con los FAE de primera y segunda generacion. En este
grupo se incluyen veinte nuevos farmacos, algunos de ellos andlogos o derivados de los
ya conocidos previamente, como la fosfenitoina (FPHT), el DP-VPA o el acetato de
eslicarbazepina (ESL), y otros que corresponden a moléculas nuevas con propiedades
anticonvulsivas, destacando la lacosamida (LCM) o la pregabalina (PGB) (25).

DDD/1.000 hab y dia
1,80 4
1,60 4
1,40 4
1,20 4
1,00 4
0,80 -
0,60 +

0,40 4

0,20 4

Figura 3. Uso de los principios activos mayoritarios en el afio 2006. Datos del Sistema

Nacional de Salud.

El uso de FAE ha aumentado en los Gltimos afios, tal y como se puede ver en la
figura 4, aunque este aumento no sélo es debido al tratamiento de pacientes epilépticos,
sino que algunos de estos farmacos tienen indicaciones adicionales; por ejemplo el PB
se emplea en casos de insomnio, la CBZ en trastornos bipolares y el TPM en pacientes

con migrafia. Segun datos de la Agencia espafiola del medicamento y productos
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sanitarios el uso de los medicamentos antiepilépticos en Espafia ha aumentado un
41,52% desde el afio 2008 hasta el 2016 (26). Y no simplemente es que haya
aumentado si no que la aparicion de los distintos tipos de FAE a lo largo del tiempo ha
hecho que su uso haya ido variando notablemente. Asi, en la figura 4 se puede observar
que segun datos ofrecidos por la Agencia Espafiola del Medicamento a finales del afio
en 2017 el namero de DHD (Dosis diarias definidas por 1000 habitantes) de los
distintos subgrupos de antiepilépticos muestran un comportamiento interanual similar
para todos los grupos con un aumento general progresivo, siendo mas evidente para el
subgrupo de “Otros antiepilépticos”, que incluye entre otros el LEV, la LTG o la ZNS.
Sin embargo, el consumo de FAE del grupo de los barbitdricos (fundamentalmente PB)
y derivados de hidantoina (mayormente PHT) ha mostrado una tendencia descendente
durante el pasado afio. Por principios activos, los mas consumidos han sido la PGB
(24,85 % del consumo en 2016) sequida de LEV (13,63%), GBP (10,95 %) y VPA

(10,51%) (26).
2008 2009 2010 2011 12 2013 2014 2015 2016

ulo del e

; s
= 2 2 =

.

DDDY 1000 habitamtes vy dia

B Barbluncos y Gernaeios B Denvados de doxdos grasos | Dernvados de benzodiazepina

afivadod de carboxamida B Danvados de hidantolna B Dervados de suctinamida

Figura 4. Uso de los principales principios activos en entre 2006-2016. Datos del Sistema
Nacional de Salud. (DDD: Dosis diarias definidas). Dentro de cada grupo de FAE
encontramos: Barbitdricos y derivados (PB, PRM); derivados de carboxamida (CBZ, ESL,
OXC, Rufinamida); derivados de &cidos grasos (TGB, VPA, VGB, Valpromida); derivados de
benzodiazepinas (Clonazepan); Derivados de hidantoina (PHT); derivados de la succinimida
(ESM) y otros (LTG, TPM, LEV, GBP, LCM, PGB, ZNS).
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1.1.5.1. Mecanismo de accién de los farmacos antiepilépticos

Con independencia de la etiologia concreta, la epileptogénesis tiene siempre tres
elementos comunes: 1) la capacidad de determinadas neuronas de experimentar cambios
paroxisticos de despolarizacion; 2) la disminucion del tono inhibidor gabaérgico; y 3) el

incremento del tono excitador glutamatérgico.

En el inicio de la descarga paroxistica intervienen los canales de Na+ dependientes
de voltaje y los receptores glutamatérgicos NMDA y Kainato. La descarga se sincroniza
y se mantiene gracias a los canales de Ca+ dependientes de voltaje y a los receptores
glutamatérgicos NMDA, AMPA y Kainato. Y dicha descarga se propaga y amplifica
hasta dar lugar a la crisis epiléptica o se detiene sin tener repercusion clinica, en tal caso
gracias a la intervencion de los canales de K+ dependientes de voltaje y de los
receptores gabaérgicos GABA-A y GABA-B (3,27).

Con tales premisas, podemos dividir los FAE en funcion de los distintos mecanismos

de accion en diferentes grupos:

% Farmacos que actuan principalmente sobre canales ionicos, ya sea mediante la
inhibicion o blogueo de los canales de Na* y Ca" o mediante la potenciacion de
los canales de K*. Dentro de este grupo encontramos los siguientes FAE: PHT,
CBz, LTG, TPM, VPA, ZNS, OXC, ZNS, LCM, ESL, PGB, etosuximida
(ESM), rufinamida (RFM) y retigabina (RTG).

%+ Farmacos que actuan potenciando el tono GABA-érgico mediante los receptores
GABA-A y GABA-B, incluyendo PB, VGB, TGB, clobazam (CLB) y
clonazepam (CZP).

¢+ Farmacos que actlan a través de maltiples mecanismos de accién: GBP, TPM,
VPA'y FBM.

% Antiepilépticos que actlian por otros mecanismos de accion: LEV.

Sin embargo, dicha clasificacion es poco Util ya que muchos antiepilépticos acttan
por maltiples mecanismos de accion y, en ocasiones, no se sabe con seguridad cudl de

ellos es el mas relevante en su accidn anticonvulsiva.
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1.1.5.2. Efectos adversos de los farmacos antiepilépticos

Puesto que diversos FAE muestran con frecuencia una eficacia similar, el perfil de
efectos indeseables y la repercusion clinica de los mismos puede ser un factor
determinante en la eleccion del farmaco. La frecuencia de los distintos efectos adversos
estd determinada por diferentes factores a menudo no modificables como la edad, el
sexo, patologias asociadas, etc... o relacionados con la presencia de tratamientos
farmacol6gicos concomitantes. En términos generales podemos diferenciar entre las
reacciones adversas relacionadas con la farmacologia del FAE, principalmente con su
mecanismo de accién, y que por tanto seran dosis dependientes, y aquellas no

relacionadas con dicho mecanismo (idiosincrasicas).

Las primeras aparecen generalmente al inicio del tratamiento y con frecuencia se
desarrolla tolerancia parcial a las mismas. Su presentacion aumenta con los incrementos
de dosis y habitualmente sélo requieren un ajuste de la misma, siendo excepcional la
retirada del FAE. Dentro de este grupo son comunes a todos los FAE las reacciones de
neurotoxicidad, fundamentalmente la somnolencia o afectaciones cognitivas, estas
Gltimas especialmente deletéreas cuando ocurren durante la infancia y el
envejecimiento. Debe tenerse en cuenta también que algunos efectos adversos
dependientes del mecanismo de accion del FAE pueden aparecer de forma insidiosa y
tras la exposicion prolongada al farmaco; son las llamadas reacciones adversas cronicas,
que aunque estan relacionadas con las dosis de farmaco administrada no suelen
presentar fendmeno de tolerancia y no son reversibles de forma rapida tras la retirada
del farmaco. Entre las mas comunes estan aquellas que afectan a la esfera cognitiva del
paciente, antiestéticas (hiperplasia gingival, hirsutismo, ganancia ponderal...),
trastornos visuales ( reduccién del campo visual, hiperpigmentacion retiniana),
alteraciones endocrinoldgicas (déficit de vitamina D, osteomalacia) o urologicas (litiasis
renal) (28,29). El impacto de los FAE sobre la densidad mineral 6sea y el riesgo de
fractura ha sido uno de los aspectos mas ampliamente estudiados en los pacientes en

tratamiento antiepiléptico.

Los efectos adversos idiosincrasicos son menos frecuentes que los anteriores pero su
morbilidad y mortalidad son superiores y suelen requerir la retirada inmediata del FAE.
Dichos efectos ocurren de forma impredecible y pueden ser causados por citotoxicidad

directa del FAE o sus metabolitos, reacciones de hipersensibilidad autoinmunes o
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interaccion con drganos diana errdneos. Entre los efectos adversos idiosincrasicos méas
relevantes se encuentran las reacciones cutaneas, siendo el sindrome de
hipersensibilidad a los FAE uno de los més graves. Se presenta con una frecuencia de
1/1000 a 1/10000 pacientes expuestos a distintos FAE (CBZ, LTG, OXC, PBy PHT) y
se caracteriza clinicamente por la aparicién de de fiebre alta, rash y linfadenopatias,
pudiendo llegar a alcanzar un fracaso multisistémico con tasas de mortalidad de hasta
un 50%. El sindrome de Stevens-Johnson y la epidermolisis tdxicas son dos entidades
cutdneas que también se asocian al uso de FAE y que pueden llegar a ser
potencialmente fatales (30). Estd demostrado que la propension a desarrollar tanto el
sindrome de Stevens-Johnson como la epidermdlisis toxica estd muy aumentada en
pacientes de ascendencia asiatica o del sudeste asiatico que presentan el alelo HLA-
B*1502. Por tanto, en estos grupos étnicos se recomienda el genotipado de dicho HLA
previo a comenzar el tratamiento con FAE (31). Las reacciones idiosincrasicas
potencialmente fatales pueden afectar a otros dérganos y tejidos, por ejemplo, puede
desarrollarse anemia aplasica inducida por FB, hepatotoxicidad inducida por VPA o FB,
mas frecuente en pacientes pediatricos, y pancreatitis inducida por VPA. Los efectos

adversos idiosincrasicos son mas frecuentes entre los FAE clasicos y la LTG.

Pueden diferenciarse tres grupos de FAE en funcion de los efectos adversos que
producen: 1) FAE con riesgo elevado: CBZ, CLB, CZP, PB, PHT, PRM; 2) FAE con
riesgo medio: TPM, ZNS, VPA; 3) FAE con riesgo bajo: GBP, LEV, LTG, PGB, VGB
(18). En términos generales se puede decir que los FAE clasicos con metabolismo
hepatico (a través del citocromo P-450) son los que presentan un mayor nimero de
interacciones y por tanto, suelen asociarse a una mayor frecuencia de aparicion de

efectos indeseados.

A dia de hoy, la aparicion de efectos adversos sigue siendo la principal causa de
fracaso del tratamiento y uno de los factores mas determinantes de la mala calidad de
vida del paciente epiléptico. Durante los Gltimos cuarenta afios se ha avanzado mucho
para intentar minimizar estos inconvenientes. Por un lado, se han identificado algunos
de los perfiles de pacientes asociados con un mayor riesgo de desarrollar reacciones
indeseadas mediante estudios epidemioldgicos y de farmacogenémica. Y por otro, se
han ido incorporando diferentes FAE al arsenal terapéutico que presentan una menor
carga de toxicidad asociada, perfiles de tolerabilidad mejorados y un potencial reducido

de interaccién con otros farmacos.
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Por tanto, teniendo en cuenta que el consumo de FAE en la poblacién se esta
extendiendo cada vez mas y que a pesar de los continuos avances en el tema siguen
apareciendo efectos adversos asociados al tratamiento con los mismos, se hace
necesario seguir estudiando las posibles causas y rutas metabolicas implicadas para asi
poder atajarlas, mejorando con esto la calidad de vida del paciente epiléptico.

1.2. OSTEOPOROSIS

1.2.1. Concepto

En 1993 la OMS defini6 la osteoporosis como “una enfermedad sistémica
caracterizada por una disminucion de la masa O6sea y un deterioro de la
microarquitectura del tejido 6seo que incrementa la fragilidad del mismo, con el
consiguiente aumento del riesgo de fractura”. Posteriormente en el afio 2001, el Panel
de Consenso del National Institute of Health dio un paso mas y la definio como una
“enfermedad esquelética caracterizada por una disminucion de la resistencia 6sea que
predispone al paciente a un mayor riesgo de fractura”, integrando en el concepto
“resistencia 6sea” dos componentes fundamentales, la cantidad y la calidad del hueso
(32).

La Densidad Mineral Osea (DMO) es la cantidad te tejido 6seo expresada en
gramos de mineral por area de superficie (g/cm2) o volumen (g/cm3). Va aumentando
progresivamente durante la infancia y la juventud hasta alcanzar un “pico maximo de
masa o0sea” alrededor de la tercera década de la vida, factor que va a ser determinante en
la DMO de etapas posteriores de la vida ya que a partir de este momento, y teniendo en
cuenta también la tasa de pérdida de masa Gsea, empieza a declinar de forma progresiva
(Figura 5).

La pérdida de masa Osea que ocurre con el envejecimiento es un fendmeno universal
que afecta tanto a hombres como a mujeres, aunque de una forma desigual. La mujer
tiene de por si entre un 10 y un 25% menos de masa 0sea que el varén y ademas
experimenta una pérdida mas acelerada de la misma tras la menopausia; en el hombre
sin embargo, la pérdida de masa 6sea tiene lugar a una velocidad constante (0,5% anual)

y se triplica en las mujeres (33).
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Figura 5. Cambios en la masa 6sea a lo largo de la vida (33).

Se estima que entre un 60 y un 80% de la variabilidad de la masa 6sea se explica por
factores genéticos. Se ha comprobado que la DMO es mas baja en hijas de mujeres con
osteoporosis y en hombres y mujeres con parientes de primer grado con dicha
afectacion Osea. Estudios gemelares sugieren también que la predisposicion genética
determina hasta un 80% del pico maximo de masa 0sea, identificandose mas de 70 loci
implicados. El 20-40% restante esta modulado por factores endocrinos y ambientales
como la nutricién, especialmente la ingesta de calcio y vitamina D, el ejercicio fisico y
el estilo de vida, haciendo especial hincapié en el consumo de toxicos como alcohol o
tabaco (34) .

El concepto de calidad dsea integra varios componentes, todos ajenos a la masa 0sea,
incluyendo la macro y microarquitectura dsea, la capacidad de recambio 6seo, el grado
de mineralizacién de la matriz 0sea, la capacidad de reparacion de microfracturas, etc...
La alteracion de alguno de estos conceptos provoca una disminucién importante de la
capacidad de resistencia mecanica del hueso, mayor fragilidad del mismo y como

consecuencia, un mayor riesgo de sufrir una fractura dsea.

1.2.2. Epidemiologia de la osteoporosis

La osteoporosis es la patologia metabdlica 6sea mas frecuente en paises occidentales
y constituye un importante problema de salud publica. Su prevalencia es dificil de
calcular ya que durante los primeros afios es una enfermedad silenciosa y no es hasta

pasado un tiempo cuando empiezan a aparecer los primeros sintomas, incluidas las
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fracturas dseas, momento en el cual la enfermedad ya puede estar bastante avanzada.
Las complicaciones clinicas asociadas a las fracturas incluyen incremento en el riesgo
de padecer nuevas fracturas y en la morbi-mortalidad del paciente, y suponen un

impacto importante a nivel clinico, social y econémico (35).

Se estima que la prevalencia de osteoporosis en Espafia segun los criterios de la
OMS es del 26-30% en las mujeres mayores de 50 afios (36), porcentaje que se eleva al
50% en aquellas con edades superiores a 70 afios (37), de modo que una de cada tres
mujeres y uno de cada cinco varones mayores de 50 afios va a sufrir una fractura por
fragilidad a lo largo de su vida. A pesar de la elevada prevalencia menos del 30% de los
pacientes estan diagnosticados y menos del 10% reciben el tratamiento adecuado.

Es importante tener en cuenta que puesto que la osteoporosis se asocia con la edad es
un problema de salud que va a ir en aumento debido a la mayor esperanza de vida de la
poblacion. Se calcula que en Espafia en menos de treinta afios el nimero de personas
mayores de 65 afios se va a duplicar, con lo que la frecuencia de aparicion de fracturas
osteoporaticas sera mucho mayor. En este aumento de prevalencia también influyen los
cambios en el estilo de vida que se han producido en los Gltimos afios, sobre todo el
aumento del sedentarismo y la menor actividad fisica, por lo que las guias clinicas
recomiendan encarecidamente seguir habitos de vida saludables como una dieta con un

aporte adecuado de calcio y la realizacion de ejercicio fisico adecuado (38).

También existen diferencias étnicas en la DMO y la incidencia de fracturas
osteopordticas. Las mujeres de raza blanca caucasica tienen una mayor incidencia de
fracturas que las hispanas y que las afroamericanas y a su vez, las mujeres asiaticas
tienen la mitad de riesgo de sufrir fractura de cadera que las mujeres de raza blanca

caucasica (39).

1.2.3. Clasificacion
A dia de hoy se pueden diferenciar dos tipos de osteoporosis:

= QOsteoporosis primaria: es aquella en la que no se identifica ninguna patologia
responsable de la pérdida de resistencia dsea y que sélo puede asociarse a la

menopausia y el envejecimiento.
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Osteoporosis  secundaria: incluye aquellas condiciones patoldgicas,
medicaciones y habitos, previamente establecidas e identificadas, que reducen la
masa 6sea y aumentan el riesgo de fractura osteopordtica, de forma independiente
a la edad y el déficit estrogénico. Se trata, por tanto, de un proceso prevenible y
tratable. Sin embargo, la falta de signos de alerta previos a la aparicion de la
fractura hace que pocos pacientes sean diagnosticados a tiempo y tratados de

forma efectiva.

Dentro de cada tipo de osteoporosis podemos encontrar diferentes subtipos que se

recogen en la siguiente tabla:

Tabla 2. Clasificacion de los tipos de Osteoporosis.

Tipos de Osteoporosis

Primaria
Es muy rara. Suele comenzar entre los 8-14 afos de edad
Idiopatica juvenil y remitir de manera espontanea o una vez alcanzada la
pubertad
Aparece en varones jovenes y mujeres pre-
Idiopatica del adulto joven menopausicas. Evolucion variable con episodios de

fracturas recidivantes caracteristicos

En mujeres post-menopausicas de 50-75 afios. Se
caracteriza por una pérdida acelerada de hueso
trabecular (remodelado 6seo elevado) y un aumento de
la porosidad a nivel cortical

Tipo I. Post-menopausica

Consecuencia de un déficit de la funcion osteoblastica
Tipo I1. Senil o involutiva (bajo remodelado dseo) que aparece con la edad. Afecta
tanto al hueso trabecular como cortical y a ambos sexos

Secundaria

Asociada a patologias multiples | Genéticas: osteogénesis imperfecta, hemocromatosis, etc

Endocrinas: Diabetes Mellitus, estados hipogonadales,
hiperparatiroidismo, acromegalia, etc.
Gastrointestinales: malabsorcion, celaguia.

Hematoldgicas: mieloma, leucemia, linfomas
Reumatoldgicas: artritis reumatoide
Trasplante de 6rganos

Asociada a farmacos y drogas

Anticoagulantes, glucocorticoides, inmunosupresores,
alcohol
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1.2.4. Factores de riesgo

La patogénesis de la fractura osteoporotica o por fragilidad es multifactorial. Una
baja DMO se considera un factor de riesgo relevante de fractura, pero sin embargo, la
sensibilidad y el valor predictivo positivo de ésta para predecir una fractura son bajos en
general. En realidad, menos de un tercio del riesgo de fractura se puede atribuir al valor
de DMO y hay que tener en cuenta que la mayor parte de fracturas se producen en

personas sin osteoporosis densitométrica.

Se han descrito diferentes factores de riesgo ademas de la DMO, denominados
factores de riesgo clinicos, que hacen que en combinacion con la DMO la estimacién
del riesgo de fractura sea mas precisa. Esta combinacion les confiere mayor sensibilidad
y especificidad, y permite seleccionar con mas precision a los candidatos a los que se
deben realizar pruebas diagnosticas e instaurar medidas preventivas, optimizando de

esta manera los recursos existentes

Podemos dividir los factores de riesgo en dos grupos (40—43):

= Factores de riesgo no modificables

- Edad: es uno de los factores de riesgo mas importantes. EIl incremento de
edad se asocia a una progresiva disminucion de la DMO y a un aumento del
riesgo de caidas. La probabilidad de sufrir una fractura aumenta de manera
exponencial a partir de los 50 anos.

- Sexo femenino: las mujeres tienen un menor tamafo Gseo, sufren una mayor
pérdida de masa Osea a partir de la menopausia debido al déficit estrogénico que
tiene lugar a partir de la misma y tienen ademas una mayor expectativa de vida,
hechos que facilitan el desarrollo de mayor fragilidad 6sea.

- Raza blanca: las mujeres de raza blanca, al igual que las asiaticas, tienen un
riesgo de sufrir fractura por fragilidad incrementado en 2,5 con respecto a otras
razas.

- Genética: debido a que el 70-80% del pico maximo de masa Osea viene
determinado genéticamente, el hecho de tener familiares de primer grado con

osteoporosis multiplica por dos el riesgo de fractura, para cualquier DMO.
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Factores de riesgo modificables

- Bajo peso (IMC < 19): confiere un riesgo sustancial para cualquier fractura
por fragilidad, independientemente de la edad y el sexo. Mujeres altas ain siendo
jovenes, tienen mayor riesgo de fractura de cadera.

- Hipogonadismo: el déficit estrogénico en la mujer, ya sea por presentar
menopausia precoz (< 45 afios) o amenorreas prolongadas (> 1 afio), o el
hipogonadismo en el vardn (Sindrome de Klinefelter, hiperprolactinemia o
castracion quirdrgica o farmacoldgica) estan asociados a una mayor pérdida de

masa 0sea.

- Factores nutricionales y dietéeticos: un aporte adecuado de calcio y vitamina
D es necesario para alcanzar un buen pico de masa 0sea y prevenir la pérdida
acelerada de hueso, por lo que una dieta equilibrada con un aporte adecuado de

todos los nutrientes es fundamental para un desarrollo correcto del esqueleto.

- Consumo de toxicos. Los pacientes fumadores presentan una menor DMO,
efecto dosis dependiente pero también reversible de modo que el riesgo
aumentado de fractura 6sea disminuye al cesar el habito tabaquico y se normaliza
pasados diez afios. ElI consumo de alcohol (> 3 unidades/dia o > 21
unidades/semana, considerando una unidad 8-10 gramos de alcohol) presenta
efectos directos sobre las células ¢seas e indirectos sobre el sistema endocrino, el
pancreas Yy diferentes citoquinas. Ademas, el consumo excesivo de alcohol puede
asociarse con una nutricion deficiente con bajos niveles de calcio y vitamina D,
disminucién del IMC y aumento del riesgo de caidas. La abstinencia de alcohol

mejora la situacion pasados dos meses aproximadamente.

- Inactividad fisica. Se ha comprobado que existe una relacién directa y
positiva entre la practica de ejercicio fisico habitual, tanto en el presente como en
la infancia o juventud, con la DMO; disminuye la pérdida de masa 6sea y ayuda a
preservarla, ademas de proporcionar una buena forma fisica y mayor agilidad que

permiten una mejor respuesta ante las caidas.

- Enfermedades y tratamientos osteopenizantes. Hay diversos farmacos que

se han asociado a la pérdida de masa Osea, entre ellos los corticosteroides,
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metotrexato, tiroxina, anticonvulsivantes, etc...Los glucocorticoides son el
principal grupo farmacolégico relacionado con el descenso de la DMO vy la
produccion de fracturas por fragilidad y constituyen la causa mas comdn de
osteoporosis secundaria. Los glucocorticoides inhiben la absorcion de calcio,
reducen el nimero y la actividad de los osteoblastos e incrementan la resorcion
6sea. Ademas inducen debilidad muscular e hipogonadismo. La perdida ésea es
mayor durante el primer afio de tratamiento y afecta especialmente al hueso
esponjoso (vertebras). El riesgo disminuye después de interrumpir el tratamiento,
normalizandose a los 2 afios. Ademas, como hemos visto anteriormente, existe
una serie de enfermedades que pueden ser la causa de una osteoporosis
secundaria: enfermedades inflamatorias, enfermedades gastrointestinales,

endocrinas, etc... (Tabla 2).

- Historia personal de fractura previa por traumatismo de bajo impacto.
La fractura por fragilidad a partir de los 40-45 afos constituye uno de los
principales factores de riesgo para sufrir una nueva fractura. Supone una inusual
susceptibilidad a una nueva fractura y predice de manera importante fracturas
futuras. El incremento del riesgo oscila entre 1,5 y 9,5 veces, dependiendo de la
edad del paciente, numero de fracturas previas y localizacion de estas, y es
independiente de la masa Osea, lo que implica que el antecedente de fractura
puede ser indicativo de un mayor riesgo de caidas o defectos de la resistencia 6sea
no detectados por densitometria. Este antecedente podria ser una clara indicacion
para posteriores evaluaciones y posible intervencion terapéutica. Afecta a los dos
sexos, aunque es mas acentuado en varones. El riesgo permanece aumentado al
menos durante los siguientes cinco afos tras la fractura inicial, siendo la fractura

mejor estudiada es la fractura vertebral.

1.2.5. Osteoporosis y genética

Como ya se ha dicho anteriormente, la osteoporosis tiene un fuerte componente

genético que va quedando demostrado gracias a los multiples estudios realizados

durante las ultimas décadas. Sin embargo el conocimiento de nuevos factores genéticos

heredables en pacientes con osteoporosis no permite realizar una asociacion clara con

los efectos sobre la masa 6sea en dicha enfermedad, debido en parte al fuerte impacto
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que tienen los efectos ambientales sobre la DMO.

Las estrategias mas empleadas para el estudio de la influencia genética en la
osteoporosis son el estudio de parejas de hermanos (analizando polimorfismos de
marcadores genéticos, sobre todo empleando los microsatélites cuyos alelos se
caractericen por tener diferentes longitudes en una secuencia de nucle6tidos repetida) y
los estudios de asociacion (basados en el estudio de polimorfismos localizados en genes
candidatos y su asociacion con la masa ésea y riesgo de fractura). Los principales
procesos estudiados son los implicados en el desarrollo de la enfermedad, entre ellos
aquellos que determinan el pico de masa Gsea, el proceso de remodelado y la pérdida de
hueso.

Los estudios realizados hasta el momento atribuyen entre un 60-80% de peso al
componente genético de la masa d6sea, pero por el momento se desconoce qué gen o
genes son los principales responsables de la misma. Lo que si se sabe actualmente y se
ha puesto de manifiesto en andlisis de segregacion en familias, es que no hay un solo
gen responsable de grandes efectos sino méas bien un complejo multifactorial de muchos
genes con efectos modestos cada uno de ellos. El objetivo no es llegar a conocerlos
todos, sino mas bien encontrar aplicacion clinica a cada descubrimiento y ser capaces de
poner en manos del clinico herramientas fiables para detectar grupos de riesgo, entender

las causas-efectos y para poder aplicar terapias que beneficien al paciente (44).

Los genes mas ampliamente estudiados hasta el momento son: el receptor de
vitamina D (VDR), el receptor de estrogenos tipo a (ERa) y tipo f (ERP), el receptor de
calcitonina (CTR) y el del colageno tipo | (COL1A1) (45).

= Gen del receptor de la Vitamina D (VDR). Las acciones bioldgicas de la
vitamina D y sus metabolitos se llevan a cabo a través de la unidn a su receptor
(VDR), el cual se distribuye ampliamente por los distintos tejidos,
fundamentalmente en aquellos implicados en la homeostasis del calcio, como
intestino, paratiroides y rifién. Se localizan también en osteoblastos, donde la
vitamina D promueve su diferenciacion y regula la produccién de proteinas tales
como el colageno, la fosfatasa alcalina y la OC. El gen del VDR esta localizado
en el cromosoma 12, concretamente en la region 12913.11, y tiene 9 exones y 4
regiones polimoérficas. Dicho gen fue uno de los primeros en ser estudiados y de

entre todos los polimorfismos descritos, los cuatro polimorfismos de cambio de

27



Introduccidn

nucledtido Unico (SNP) mas estudiados que se nombran con la enzima de
restriccion que permitid su identificacion son: Fokl, Bsml, Apal y Taql,

localizados en el exdn 2, intrén 8 y exdn 9, respectivamente (46) (Figura 6).
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Figura 6. Estructura del gen y de la proteina VDR, junto con los polimorfismos més
comunes. Adaptado de “Role of vitamin D in the pathogenesis of type 2 diabetes
mellitus”. Diabetes, Obesity and Metabolism. 2008 (47).

El polimorfismo Fokl es un polimorfismo funcional del gen VDR que se
encuentra en el exon 2 y que debido al cambio de una Timina (T) por una Citosina
(C) se pierde el codon de iniciacion (ATG) y da lugar a una proteina de mayor
tamafo, pudiendo afectar por tanto a la actividad del receptor (48). Algunos
autores afirman que el polimorfismo Fokl del gen de VDR se correlaciona
significativamente con la disminucién de la DMO en columna lumbar y con un
incremento de la pérdida de masa Osea en cadera en sujetos con el genotipo ff
(49,50).

El polimorfismo Bsml se encuentra en la zona no codificante del extremo 3,
en el intrén 8 y contiene el cambio de una adenina (A) por una guanina (G), de
manera que los posibles genotipos encontrados seran homocigotos BB, bb, y el

heterocigoto Bb. Los primeros estudios realizados sobre Bsml fueron publicados
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en 1994 y mostraban relacion con la DMO, de modo que aquellos pacientes con
genotipo homocigoto BB mostraban una menor DMO que aquellos con genotipo
homocigoto bb o heterocigoto Bb, mayores niveles plasméticos de OC y menor
absorcidn intestinal de calcio (51). A raiz de dicha publicacién han sido llevados a
cabo multitud de estudios sobre el tema, analizando dicho polimorfismo en
distintas poblaciones de estudio (pacientes sanos, mujeres pre 'y
postmenopausicas, mujeres de avanzada edad, mujeres con y sin osteoporosis e
incluso comparando mujeres de raza blanca y negra) obteniéndose resultados
contradictorios. Sin embargo, a pesar de las grandes discrepancias, los resultados
de la mayoria de los estudios se han agrupado en dos metaanalisis que concluyen
que el genotipo homocigoto bb esta asociados a una mayor DMO (52,53).

El polimorfismo Apal también estd ubicado en el intron 8 del gen VDR y en
este caso se debe a un cambio de una adenina (A) por una citosina (C), dando
lugar a los genotipos homocigotos AA y aa y genotipo heterocigoto Aa. Los
resultados de los diferentes estudios realizados sobre el polimorfismo Apal
también muestran contradicciones: en algunos de ellos se encuentra asociacion
entre el genotipo heterocigoto Aa y una mayor DMO vy el alelo A y un aumento
del riesgo de fracturas (54) pero en otros no se encuentra ninguna asociacion
evidente (55).

El polimorfismo Tagl esta localizado en el coddn 352 del exdn 9 del gen VDR.
El cambio de una Citosina (C) por una (T) da lugar a un codon silencioso de
manera que no se produce ninglin cambio en la secuencia de la proteina. Se han
llevado a cabo diversos estudios quedando patente en alguno de ellos la
asociacion entre el genotipo TT y una mayor DMO (56), y mostrando ausencia de

asociacion en otros (57).

Gen del receptor de estrogenos (ESR). Estd demostrado que los estrégenos
juegan un importante papel en la homeostasis del hueso y el recambio 6seo y, por
tanto, en el mantenimiento de la masa 6sea. Los efectos de los estrogenos sobre la
estructura del esqueleto estdn mediados a través de su union a dos tipos de
receptores codificados por los genes ESR-a y ESR-B, localizados en los

cromosomas 6 (6q 25.1) y 14 (14q), respectivamente. Las dos isoformas del ESR
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estan altamente expresadas en el hueso, siendo el ESRa el mas predominante en el
hueso cortical y el que parece tener un efecto mas predominante sobre el

metabolismo 6seo (58,59).

El concepto de que la deficiencia de estrogenos es fundamental para la
patogénesis de la osteoporosis se baso inicialmente en el hecho de que las mujeres
postmenospausicas, cuyos niveles de estrogenos disminuyen de forma natural,
tienen un mayor riesgo de presentar la enfermedad y de que el tratamiento

hormonal sustitutivo reduce drasticamente la descompensacién ésea que tiene

lugar en ellas.

La mayoria de variantes polimorficas descritas en el ESRa se localizan en el
intrén 1 del cromosoma 6, siendo las mas estudiadas los polimorfismos de
restriccion Pvull y Xbal, que corresponden a SNP ubicados en la regién cercana al

exon 2 (Figura 7).
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Figura 7. Gen del ESR-a y polimorfismos mas frecuentes (Pvvu Il y Xbal)(60).

El polimorfismo Pvull se produce por un cambio de una Timina (T) por una
Citosina (C) de modo que los genotipos obtenidos seran homocigotos PP y pp y

heterocigoto Pp. Salmen et al encontraron una asociacion clara entre la presencia
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del alelo P y una mayor pérdida de masa ésea, estableciendo una riesgo de
fractura 6sea mayor en aquellos pacientes con genotipo PP. Ademas, aquellos
individuos con un alelo P obtendrian mayor beneficio frente al tratamiento con los

tratamientos hormonales sustitutivos (61).

El polimorfismo Xbal se produce por un cambio de una Adenina (A) por una
Guanina (G), obteniéndose los genotipos homocigotos XX y xx y heterocigoto Xx.
Gennari et al describieron la asociacion entre el genotipo xx y la mayor
predisposicion a la pérdida de masa 6sea (62). En el afio 2004 se llevé a cabo un
metaanalisis en el que se incluian los datos de cerca de 19.000 personas de toda
Europa, que concluia que las personas homocigotas XX tenian menor riesgo de
fracturas pero sin embargo no mostro asociacion entre dicho genotipo y la DMO
(63), diferente de lo encontrado por loannidis et al, que si que encontraron
relacion entre el genotipo XX y la mayor DMO (64) . Sin embargo, otro
metaandlisis posteriormente publicado sugiere que en las mujeres chinas el
polimorfismo Pvull estaria asociado, pero débilmente, a la DMO, mientras que el

Xbal no tendria ninguna relacion (65).

Multitud de estudios de asociacion acerca de la relacion de los polimorfismos
del gen ESR con la DMO y/o el desarrollo de osteoporosis han sido realizados en
las Gltimas décadas, arrojando resultados contradictorios y no concluyentes a

priori.

Gen del receptor de calcitonina (CTR). El gen del receptor de la calcitonina se
encuentra localizado en el cromosoma 7, concretamente en la region 7921.3, y
consta de 13 exones. Existe un SNP que consiste en la sustitucién de una Timina
(T) por una Citosina (C) que altera una diana de restriccion de la enzima Alul, de
la que el SNP toma su denominacion clasica y que da lugar a los genotipos AA, aa
y Aa. Esta sustitucion provoca una cambio conformacional de la proteina que se
traduce en una alteracion de su funcionalidad. La calcitonina ejerce su accion
uniéndose a dichos receptores. La gran riqueza de éstos en los osteoclastos
explica, en parte, la accion biologica de la calcitonina, que actia como un potente
inhibidor de la actividad osteoclastica y, por consiguiente, disminuye la resorcion

6sea y con ella la concentracién de calcio sanguineo (66).
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Nakamura et al demostraron que individuos japoneses portadores del alelo A
mostraban una mayor predisposicion a la disminucion de la masa 0sea, y por
tanto, se asociaban a un mayor riesgo de sufrir fracturas (67), al igual que otro
estudio realizado afios mas tarde en mujeres postmenopausicas se demostré que el
genotipo AA se asociaba a una menor DMO y a un mayor riesgo de sufrir
osteoporosis (68).

= Gen del colageno tipo 1. El colageno tipo | es la principal proteina estructural del
hueso. Esta codificado por dos genes, COL1A1y COL1A2, que son candidatos a
ser estudiados, ya que juegan un papel importante en la determinacién genética de
la masa Osea. El gen COL1AL1 esté localizado en el cromosoma 17, region 17q21-
22 y presenta 51 exones. Uno de los polimorfismos mas ampliamente estudiado es
el denominado Spl (rs1800012), que consiste en la sustitucion de una guanina
(G) por una timina (T) en la primera base del primer intron del gen, que afecta al
sitio de unidn del factor de transcripcion Spl, y por tanto, a la regulacion de la

transcripcion del gen (69).

El alelo implicado en la disminucion de masa 0sea es el alelo s y esta asociado
con un aumento en la transcripcion y un incremento anormal en la produccion del
RNAm del COL1A1 y de su proteina (70). Esto produce un desequilibrio en la
produccién de las cadenas COL1Al y COL1A2 que contribuye a un
estrechamiento del hueso y reduce la DMO en los portadores del alelo s,
impidiendo una correcta mineralizacion 6sea (71). Es por ello que los portadores
del alelo s presentan disminucion de la DMO a nivel de columna lumbar y cuello
femoral y presentan mayor riesgo de sufrir fracturas vertebrales, tal y como
reflejan distintos estudios (70,72). El estudio GENOMOS realizado por Ralston et
al en mas de 20.000 participantes demuestra que los individuos con genotipo
homocigoto ss presentan menor DMO, de manera que cada copia del alelo s

supone un incremento del 40% en el riesgo de fractura 6sea (72).

1.2.6. Patogenesis de la osteoporosis

1.2.6.1. El hueso y sus componentes. Fisiologia del metabolismo 6seo

El tejido éseo es un tipo especializado de tejido conjuntivo compuesto por células y

32



Introduccién

matriz extracelular. Esta Gltima consta de un componente orgénico y un componente
inorganico. La matriz organica estd formada fundamentalmente por fibras de colageno,
en su mayoria de tipo I, que suponen el 90-95 % de las proteinas del hueso y proteinas
no colagenas (como proteoglicanos, fosfoproteinas y glicoproteinas, entre las que
destacan la osteocalcina (OC), osteonectina, sialoproteina y osteopontina). La fase
mineral de la matriz extracelular supone aproximadamente un 70% del total y esta
compuesta por calcio y fésforo, que se organizan formando cristales de cristales de
hidroxiapatita calcica [3Cas(PO,)2(OH)]. Dicha mineralizacion aporta rigidez mecanica
y resistencia de carga al hueso, caracteristica que distingue al tejido 6seo del resto de los
tejidos conjuntivos del organismo. Ademas, debido a este alto contenido mineral el
tejido Oseo sirve también como depoésito de calcio y fosfato, de manera que ambos
componentes pueden ser movilizados de la matriz ésea y captados por la sangre segun
las necesidades del organismo, para mantener las concentraciones adecuadas de ambos
(73).

El componente celular 6seo esta formado por tres tipos de células osteoprogenitoras
(74):

1. Osteoblastos: son células de revestimiento que proceden de células madre
pluripotenciales mesenquimales. Son responsables de la sintesis de la mayor parte del
componente organico de la matriz dsea (colageno, OC, glicosaminoglicanos, etc...) y
controlan el depdsito de las sales de calcio y fosforo, es decir, controlan el proceso de
mineralizacion Osea. La matriz secretada inicialmente por los osteoblastos que todavia

no esté calcificada recibe el nombre de osteoide.

2. Osteocitos: son osteoblastos maduros que quedan empaquetados en la matriz dsea
que ellos mismos han sintetizado, es decir, son osteoblastos diferenciados. Son las
células mas abundantes del hueso y son responsables del mantenimiento de la matriz
Osea, mediante su actividad sintética y resortiva. A través de una gran red de
canaliculos, los osteocitos comunican los osteoblastos de la superficie del hueso con el
interior y permiten importantes intercambios de nutrientes y minerales, factores

hormonales y estimulos fisicoquimicos.

3. Osteoclastos: son grandes células multinucleadas que derivan del sistema
mononuclear- fagocitico y que poseen un citoplasma rico en dos enzimas, anhidrasa

carbdnica (AC) y fosfatasa acida tartrato resistente (FATR). Son las células encargadas
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de llevar a cabo la resorcion de la matriz dsea calcificada, dando lugar a las

denominadas lagunas de resorcion.

Desde la perspectiva de su organizacion macroscopica, podemos distinguir dos tipos

de tejido dseo:

Hueso cortical (o compacto): se encuentra fundamentalmente en la diéfisis de los
huesos largos y constituye aproximadamente el 80% del hueso total del esqueleto.
Es un hueso denso y soOlido que consiste en el depdsito de laminas Oseas
concentricas alrededor de un canal central (osteonas), cuya principal funcién es
proporcionar soporte mecanico al esqueleto (75) (Figura 8).

Hueso trabecular (o esponjoso): supone el 20% restante del esqueleto y se
encuentra en los huesos cortos y en la epifisis y metéafisis de los huesos largos.
Presenta una disposicion tridimensional de trabéculas con medula dsea en su
interior. Ademas de proporcionar un adecuado soporte mecanico, es el mas activo
metabolicamente, presentando una tasa de renovacion anual diez veces superior a
la del hueso compacto. En consecuencia, el hueso trabecular, que es mas sensible
a cambios bioquimicos, hormonales y nutricionales, también es mas susceptible
de sufrir mayores pérdidas de tejido, motivo por el cual la mayor parte de
fracturas osteopordticas suceden en los huesos con mas cantidad de este tipo de
tejido éseo (75) (Figura 8).

Osteonas

Conducto de Havers

Espacios donde
(77— hubo resorcién

— Hueso esponjoso o trabecular
Conductillos

Lagunas
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Figura 8: Tipos de hueso: cortical o compacto y esponjoso o trabecular. (Ganong,

Fisiologia médica, 25 Ed.)
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1.2.6.2. Remodelado 6seo

El hueso es uno de los tejidos mas dindmicos del organismo, que esta en constante

proceso de renovacion; en un adulto, cerca del 20% del tejido 6seo es renovado

anualmente dependiendo de la localizacion y el tipo de hueso (76). Este proceso se lleva

a cabo gracias a la accion coordinada o acoplamiento entre osteoclastos y osteoblastos

sobre una misma superficie 6sea.

Cada ciclo de remodelado consta de varias fases (77) (Figura 9):

Fase de activacion: Proceso por el cual diferentes factores locales y sistémicos
estimulan a los osteoblastos, que a su vez, favorecen la expresion de los
denominados “factores de diferenciacion osteocldstica” dando lugar a la
activacion, migracion y diferenciacion de células hematopoyéticas precursoras de
la estirpe osteoclastica. Entro otros, cabe destacar el papel del ligando del receptor
activador del factor nuclear kappa B (RANKL).

Fase de resorcidn: en ésta, un grupo de osteoclastos diferenciados a partir de sus
precursores (preosteoclastos), erosiona una superficie 6sea dando lugar a una
cavidad denominada laguna de Howship. EIl proceso, que se produce gracias a la
accion de la fosfatasa acida y enzimas proteoliticas como la catepsina, dura entre
1y 3 semanas.

Los productos de la resorcion Osea sirven como factores de crecimiento de los
osteoblastos, que se desplazan a las lagunas resortivas para sintetizar hueso nuevo.
También, el osteoblasto produce osteoprotegerina (OPG), cuyo papel es poner un
limite a la actividad resortiva del osteoclasto. Una vez cumplido el periodo

resortivo el osteoclasto entra en apoptosis (75).

Fase de reposo o inversion: es un periodo de aparente inactividad que dura
aproximadamente 1-2 semanas, durante el cual se deposita sobre la superficie
resorbida una delgada capa de material rico en glicoproteinas que se denomina

“linea de cementacion” y que serviré de asiento a los osteoblastos.

Fase de formacion: en ella un grupo de osteoblastos, diferenciados a partir de sus
precursores (células osteoprogenitoras), rellena con hueso la zona excavada por

los osteoclastos y depositan matriz 6sea no mineralizada (osteoide). Las sales de
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calcio que se depositan en primer lugar son compuestos amorfos (no cristalinos),
constituidos por una mezcla de sales que a lo largo de un periodo de semanas 0
meses, van sufriendo cambios en su composicion y estructura convirtiéndose
finalmente en cristales de hidroxiapatita. A este proceso se le denomina
maduracion de la matriz. Sin embargo, un pequefio porcentaje de ésta puede
persistir de manera amorfa, aspecto importante ya que dichas sales amorfas
podrén reabsorberse con rapidez cuando exista una necesidad adicional de calcio

en el organismo (78).
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Figura 9. Proceso de remodelado 6seo con sus distintas fases (79).

El conjunto de osteoclastos y osteoblastos que actlan de manera coordinada en una
superficie 6sea durante un ciclo de remodelado recibe el nombre de unidad
multicelular béasica (Basic Multicellular Unit: BMU). Las BMU se activan de manera
sincronica, por lo que mientras unos ciclos de remodelado se hallan en fase de

resorcion, otros se encuentran en fase de reposo o formacion (80).

El hecho de que el depdsito y la resorcion de hueso sean fendbmenos continuos es
importante a nivel fisioldgico; por una parte, el hueso adapta su resistencia al grado de
tension al que se encuentra sometido en cada momento, de manera que aumenta en
espesor cuando esta sometido a cargas importantes; y por otra, el hueso va incorporando
nueva matriz organica, ya que ésta se va degenerando con el tiempo y haciendo que el
hueso se vuelva cada vez mas fragil y débil. De esta manera, tanto la dureza como la
resistencia del hueso se mantienen tras el paso del tiempo. De hecho, los huesos de los
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nifios, en los que las velocidades de depdsito y resorcion son répidas, son poco fragiles
en comparacion con los de las personas de edad mas avanzada, en quienes esas

velocidades de depdsito y resorcion son mas lentas.

Se denomina recambio 6seo (bone turnover) al volumen total de hueso que es
renovado por unidad de tiempo mediante el proceso de remodelado, y es directamente
proporcional al namero de ciclos de remodelado en curso, es decir, al nimero de BMU
activas. La diferencia entre el volumen de hueso formado y el de hueso reabsorbido por
unidad de tiempo se denomina balance 6seo. Si la formacioén y la resorcion son
idénticas, el balance es igual a cero y el volumen total de hueso no variard, pero si la
formacion y la reabsorcion no son iguales, la masa 6sea se modificara en sentido
positivo 0 negativo, es decir, se formara o se destruira hueso. En condiciones normales,
excepto en los huesos en crecimiento, el balance 0seo es cero, es decir, las tasas de
depdsito y de resorcion de hueso son iguales entre si de forma que la masa dsea total

permanece constante (80).

1.2.6.3. Regulacién del metabolismo éseo

La regulacion del proceso de remodelado 6seo es un proceso complejo en el que
intervienen diversos estimulos, entre otros factores genéticos, mecanicos, hormonales y
diferentes citoquinas y factores de crecimiento. Muchos de estos factores ejercen su
efecto sobre osteoblastos y osteoclastos, o bien acttian estimulando a su vez cascadas de

sefales.

= Factores genéticos: como ya se ha dicho anteriormente diversos estudios
atribuyen hasta un 60-80% de peso al componente genético de la masa 0sea; sin
embargo hasta el momento no se puede hablar de un Gnico gen como principal
responsable sino mas bien de un complejo multifactorial de muchos genes con

efectos modestos cada uno.

= Factores mecanicos: la influencia de los factores mecanicos sobre el proceso de
remodelado es responsable de la pérdida de masa dsea inducida por la falta de
actividad fisica, asi como el ejercicio fisico moderado o intenso tiene un efecto
positivo sobre la misma. En el mecanismo por el cual el hueso detecta los

estimulos fisicos y los detecta en sefiales biologicas y de expresion génica juegan
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un papel fundamental los osteocitos que actian como mecanosensores (81). La
carga mecénica estimula la trasformacion de las células del endostio en
osteoblastos ademas de estimular factores de transcripcion proporcionalmente a la
carga. Asi mismo, los microdafios causados por fatiga inducen la apoptosis de los
osteocitos de las zonas adyacentes seguida de la resorcion de los sitios afectados
(82).

Factores hormonales. La regulacion hormonal juega un papel primordial en el
metabolismo 6seo. La regulacion del metabolismo fosfo-célcico se realiza
principalmente mediante tres hormonas: la hormona paratiroidea (PTH), la 1-25
OH colecalciferol o calcictriol (metabolito activo de la vitamina D), y en menor
medida la calcitonina. Ademas, intervienen también hormonas sexuales y otras
hormonas como la hormona del crecimiento (GH), hormonas tiroideas o

glucocorticoides (Figura 10).

s PTH: es la hormona hipercalcemiante por excelencia. Sintetizada en las
glandulas paratiroides realiza su accion a tres niveles: actta directamente sobre
el hueso y el rifidén e indirectamente sobre el intestino. A nivel dseo estimula
los osteoclastos favoreciendo asi la resorcion ¢sea (accion ligada a la vitamina
D); en el rifidn, incrementa la reabsorcion tubular del calcio; y en el intestino,
estimula la sintesis de calcitriol que, a su vez, potencia la absorcion de calcio a
nivel intestinal. Ademas, la PTH induce la secrecion del ligando del receptor
activador del factor nuclear kappa P (RANKL), factor de crecimiento
insulinico tipo 1 (IGF-I) e interleucinas (IL) 6 y 11 por los osteoblastos, lo que
activa la diferenciacion y funcién osteoclastica, e inhibe la produccion de OPG.
Sin embargo, si la tasa de administracion de PTH es intermitente, la hormona
tiene efectos anabdlicos ya que promueve la transformacién de osteocitos en
osteoblastos activos y el aumento de su vida media mediante la disminucion de

su apoptosis (83).

*

% 1-25 OH colecalciferol: metabolito activo de la vitamina D sintetizado en el
rindn, en el cual actda aumentando la reabsorcion tubular de calcio. A nivel
6seo y en presencia de PTH, estimula la diferenciacién de los osteoclastos v,

por tanto, la resorcion Osea, posibilitando una mineralizacion adecuada. Sin
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embargo, la accion principal de la vitamina D se da a nivel intestinal,

favoreciendo la absorcién del calcio dietético (84).

Calcitonina: péptido de 32 amino&cidos con accion hipocalcemiante producido
por las células C del tiroides. Contribuye a la homeostasis del calcio por
inhibicién directa de la resorcién 6sea mediada por osteoclastos y el aumento de
la excrecion renal, efectos logrados por la alta afinidad a su receptor, receptor de
calcitonina (CTR). Los osteoclastos son el blanco principal de la accion
hormonal, calculandose la existencia de cerca de un millon de receptores en cada
célula. Su efecto sobre dicha célula es doble, por un lado inhibe la actividad del
osteoclasto maduro y por otro inhibe la diferenciacion de los precursores
osteoclésticos, lo cual conduce a una disminucion de la resorcion 0sea y, como
consecuencia, del remodelado 6seo. Puede por tanto considerarse como una
hormona “protectora” del tejido 6seo (85). Sobre el rifidn actda promoviendo la
excrecion de calcio por inhibicion de la reabsorcion tubular renal. Su secrecion
esta activada por la calcemia, a traves de la activacion del receptor de calcio, y

por hormonas gastrointestinales, como la gastrina (86).
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Figura 10: Homeostasis del metabolismo fosfo-calcico (https://es.123rf.com)
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Hormonas sexuales: desempefian un papel importante tanto en el desarrollo
como en el mantenimiento de la masa dsea. Tanto estr6genos como
testosterona, independientemente del sexo, ejercen un efecto positivo sobre la
masa 0sea ya que inhiben la resorcion dsea y estimulan la formacion. El efecto
antirresortivo de los estrogenos es mas potente, y aunque ambos estimulan la
formacion Osea, la testosterona actla fundamentalmente sobre osteoblastos
maduros y osteocitos, mientras que los estrogenos regulan la actividad
osteobléstica en distintas fases de su desarrollo.

El papel de los estrogenos es la inhibicion del desarrollo de los osteoblastos,
favoreciendo su apoptosis por estimulo de la produccion del factor de
crecimiento tumoral B (TGF-B) por los osteoblastos, ademas de inhibir la
produccion de IL-6, el principal estimulo para la resorcion. Previenen ademas
la apoptosis de los osteoblastos asi como estimulan la produccion de OPG
(proteina inhibidora de la resorcion producida por los osteoblastos) y suprimen
la de RANKL. Dicho papel queda de manifiesto en la pérdida de masa Osea
que ocurre en los primeros afos en las mujeres postmenopausicas tras el cese
de actividad estrogénica, lo que ocasiona un aumento del remodelado debido a
la elevacion de distintas citoquinas prorresortivas como la IL-1, factor
estimulante de colonias de monocitos (M-CSF) y el factor de necrosis tumoral
o (TNF-a).

Los principales efectos de los andrdgenos tanto en varones como en mujeres
son incrementar el tamafio 0seo y estimular la formacién, con un discreto
efecto de inhibicion de la resorcion 6sea. Tiene lugar un efecto estimulador de
la proliferacion y diferenciacion osteoblastica, a la vez que inhibe su apoptosis
mediante la accion de TGF-B e IGF-1 junto a una inhibicion de I1L-6. Ademas,
los andrdgenos son responsables de una mayor masa muscular en los varones,
lo que determina mayor tamafio 6seo y carga mecanica pudiendo causar

también una mayor tasa de remodelado 6seo (87).

Hormona del crecimiento (GH): esta hormona actua directamente sobre los
osteoblastos estimulando la sintesis de colageno, OC y fosfatasa alcalina (ALP)
por parte de estos, asi como de IGF-I y Il, factores que promueven la
proliferacién y diferenciacion osteoblastica, aumentando por tanto su nimero y

funcion.
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Hormonas tiroideas: poseen dos acciones contrapuestas. Por un lado,
estimulan la sintesis de matriz osteoide por los osteoblastos y su
mineralizacion, favoreciendo la sintesis de IGF.l, y por otro se produce el
efecto contrario, estimulando la resorcion Osea al aumentar el nimero vy

actividad de los osteoclastos.

Glucocorticoides: tienen efectos catabolicos sobre el hueso ya que inhiben la
sintesis de IGF-I por parte de los osteoblastos, de manera que se interrumpe la

sintesis de matriz 6sea y colageno por su parte (88).

Factores locales: numerosos factores locales, paracrinos y autocrinos, influyen en

el proceso de remodelado 6seo entre los que destacan los factores de crecimiento,

las citoquinas y las propias proteinas de la matriz 0sea. Las células 6seas también

juegan un papel importante por la produccion de prostaglandinas y 6xido nitrico.
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Factores de crecimiento: son polipéptidos producidos por las propias celulas
Oseas u otros tejidos, que actian como moduladores de las funciones celulares,
fundamentalmente sobre el crecimiento, diferenciacion y proliferacion celular.

Entre ellos destacan:

IGF-1 (Insulin-like Growth Factor I): Los factores de crecimiento analogos a
la insulina son polipéptidos sintetizados por el higado y los osteoblastos, que
se hallan en gran concentracion en la matriz osteoide. Incrementan el namero
y funcion de los osteoblastos, favoreciendo la sintesis de colageno. Tanto la
GH, como los estrogenos y la progesterona aumentan su produccion,
mientras que los glucocorticoides la inhiben. Destaca la accién del IGF-1, el
cual estimula la replicacion de precursores osteoblasticos, su activacion y la
sintesis de la matriz y el colageno, y ademas ha demostrado inhibir su
apoptosis. Las células Gseas producen también los seis tipos de proteinas
transportadoras de IGF (IGF binding proteins (IGFBP)). Se sabe que la IGF-
BP4 tiene un papel inhibidor de la replicacion y diferenciacion de los

osteoblastos, mientras que la IGF-BP 5 seria estimuladora (89).

TGF-p (Transforming Growth Factor-f): Los factores de crecimiento

transformantes B son una superfamilia de proteinas muy abundantes en el
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tejido 6seo. TGF-B es un potente estimulador de la formacién Osea,
potenciando la diferenciacion osteoblastica y la sintesis de la matriz osteoide
e inhibiendo la sintesis de proteasas (fundamentalmente la metaloproteasa de
la matriz (MMP), enzima que degrada la misma). Asimismo, inhibe la
resorcion ésea al reducir la formacion y diferenciacion de los osteoclastos, asi
como la actividad de los osteoclastos maduros y estimular su apoptosis (90).
Estimula ademas la sintesis de OPG, por lo que se considera una sefial crucial
entre las células que mantienen el remodelado 6seo y desempefia un

importante papel en la reparacion de fracturas.

o BMPs (Bone Morphogenetic Proteins o proteinas morfogenéticas dseas):
son un grupo de 15 proteinas de la familia del TGF [ que estimulan la
diferenciacion osteoblastica e inducen la formacion oOsea durante la
embriogénesis. Actualmente se considera que son los factores més potentes
para la diferenciacion osteoblastica. Caracteristicamente, inducen la
diferenciacion de células del tejido conectivo en células osteoprogentitoras,

por lo que se consideran osteoinductivas (91).

% Citoquinas: son polipéptidos sintetizados en células linfociticas y monociticas

con multiples funciones celulares. En el hueso destacan las siguientes:

o IL-1: Estimula directamente la resorcion, incrementando la proliferacion y
diferenciacion de los pre-osteoclastos asi como la actividad osteoclastica e
inhibiendo la apoptosis de los osteoclastos (92).

o IL-6: estimula precursores hematopoyeéticos, lo que de forma indirecta
estimula la formacion osteoclastica. Se sintetiza en respuesta a PTH, IL-1y
calcitriol.

o IL-11: estimula la produccion de RANKL por los osteoblastos e induce la

osteoclastogénesis.

1.2.6.4. Sistema RANK/RANKL/OPG

La funcion del sistema RANK/RANKL/OPG es regular la interaccién entre los
miembros de la BMU, induciendo la diferenciacion y activacion de osteoclastos y

osteoblastos de manera que equilibra el ciclo de remodelado entre la formacién y la
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resorcion osea.

El receptor activador del factor nuclear kappa B (RANK) es una proteina
transmembrana de 616 aminoacidos miembro de la superfamilia del TNF expresada en
la membrana de osteoclastos y la superficie de otras células como linfocitos B y T,
fibroblastos y células dendriticas. El ligando del receptor activador del factor nuclear
kappa p (RANKL) es también una proteina transmembrana de la superfamilia del TNF
pero expresada por osteoblastos y sus precursores, asi como en células mesenquimales,
compuesta por 317 aminoaciodos. La OPG, conocida como factor inhibidor de la
diferenciacion de osteoclastos, es una proteina soluble de 401 aminoacidos secretada
por osteoblastos y células estromales de la médula ésea (93).

RANKL es el factor critico para la diferenciacion osteoclastica y en presencia del M-
CSF se une a su receptor natural RANK en la superficie de los osteoclastos activando la
via de sefializacion intracelular NF-xB y, como resultado, promueve la diferenciacion
de los preosteoclastos en osteoclastos maduros, la adherencia de estos al hueso, activa
su funcion y aumenta su supervivencia al evitar la apoptosis, facilitando con todo la
resorcion de hueso. La OPG, que actiia como “receptor sefiuelo”, se une a RANKL de
modo que impide su union a su receptor natural RANK. De este modo bloquea cada una
de las acciones de RANKL, produciendo una disminucion del nimero de osteoclastos y
aumentando asi su apoptosis, es decir, inhibe la osteoclastogénesis y la actividad
osteoclastica. Por todo esto se dice que la OPG tiene una alta actividad protectora del
tejido 6seo (94).

Entre los agentes pro-resortivos que estimulan la expresion de RANKL estan la PTH,
IL-1, IL-6, TNF-a, glucocorticoides y vitamina D. Por otro lado, muchas moléculas
inhiben la resorcién 6sea promoviendo la sintesis de OPG por los osteoblastos, como

los estrégenos, calcitonina, el TGF-B y las IL-4 e 1L-13 (95).

Teniendo en cuenta los efectos antagdnicos de las proteinas RANKL y OPG es facil
entender que la remodelacion 6sea dependa en Gltima instancia del equilibrio entre
ambas que, a su vez, estd influido por multiples factores. Asi, la llamada “Teoria de la
convergencia” considera que el sistema RANK/RANKL/OPG es el efector final de la

mayoria de los factores reguladores del remodelado 6seo (96).
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Figura 11. Sistema RANK/RANKL/OPG. Adaptado de “Advances in prevention and treatment
of bone metastases in prostate cancer. Role of RANK/RANKL inhibition”, 2013. (97)

Por tanto, el sistema RANK/RANKL/OPG funciona como regulador de la
proporcion formacion/resorcion dsea. Asi, un desequilibrio en la expresion o funcién de
cualquiera de los componentes de este sistema conlleva la desregulacion del ciclo de
remodelado pudiendo generar modificaciones en la DMO que se traducen en el

desarrollo de diferentes enfermedades Oseas, entre ellas la osteoporosis (Figura 11).

1.2.6.5. Via de sefnalizacion Wnt

Esta via de sefializacion es compleja y esta integrada por numerosos componentes,
incluyendo ligandos, receptores de membrana, efectores intracelulares y antagonistas.
Los mecanismos mejor conocidos de transmision de la sefial de los ligandos Wnt se
incluyen en la llamada via canonica, en la cual la B-catenina desempefia un papel
central. Los resultados de diversos estudios clinicos y experimentales realizados durante
los Gltimos afios ponen de manifiesto la importancia del papel de la via Wnt (wingless)
en la modulacion de la diferenciacion y actividad de las células 6seas y la implicacion

de la misma en diferentes trastornos esqueléticos como la osteoporosis o la artrosis.
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La esclerotina es una glicoproteina codificada por el gen SOST que se sintetiza casi
exclusivamente en los osteocitos. Las proteinas Wnt constituyen una familia de
proteinas implicadas en el crecimiento, diferenciacion y apoptosis celular que juegan
una importante funcion en el desarrollo y remodelado de la masa 6sea. La activacion de
la ruta de sefializacién celular dependiente de proteinas Wnt tiene como resultado final
un incremento de la masa 6sea gracias a que dichas proteinas ejercen las siguientes
acciones bioquimicas: 1) estimulan la maduracion de los osteoblastos; 2) inhiben la
apoptosis de los osteoblastos; 3) inhiben la apoptosis de los osteocitos, células en las
que se sintetiza la esclerotina, proteina que inhibe la ruta de sefializacién celular Wnt/b-
catenina. La esclerotina actia como mecanismo de contraregulacion frente a una
excesiva activacion de la ruta y lo hace gracias a que impide la proliferacion de los
osteoblastos y disminuye su funcidn, disminuyendo de esta manera la sintesis de hueso
(98). EIl acontecimiento clave en esta via de sefalizacion es la acumulacion de la -
catenina en el citoplasma y su ulterior translocacion al nucleo celular, donde modula la
transcripcion de diferentes genes cuya expresion dara lugar a los componentes de la via
(99).

Ademas, aunque la mayor parte de los estudios acerca de la influencia de la via Wnt
en el hueso se han centrado en su influencia sobre los osteoblastos, existen datos
experimentales que indican que esta via puede modular también la actividad
osteoclastica. En general, la activacion de la via Wnt inhibe la formacion de
osteoclastos, puesto que tiende a disminuir la produccion de RANKL y a aumentar la de
OPG por parte de los osteoblastos (100).

1.2.7. Evaluacion del estado 6seo. Diagnostico de osteoporosis

1.2.7.1. Estudios de imagen

La técnica de referencia o “gold standard” para el estudio de la masa dsea de un
paciente es la biopsia, es decir, la realizacién de un estudio histiolégico del hueso. Sin
embargo, a pesar de ser la Unica prueba que aporta informacién diagnostica fiable de la
masa 6sea y que permite estudiar la microestructura y actividad metabdlica del tejido,
actualmente estd en desuso debido principalmente a que es una técnica cruenta y

dolorosa. Actualmente, el método de eleccidn para evaluar el estado del esqueleto es la
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medida de la DMO mediante densitometria dsea, que permite cuantificar el contenido y
la densidad de las sales minerales depositadas en los huesos.

Bajo el término densitometria 6sea se engloban todas aquellas pruebas diagnosticas
no invasivas que miden la masa Osea en distintas localizaciones corporales, ya sea
mediante el empleo de técnicas ionizantes o técnicas no ionizantes. De todas las
técnicas disponibles, la absorciometria con rayos X de energia doble (DEXA) es la mas
adecuada, ya que con ella el paciente recibe la menor cantidad de radiacion (1-3 mRem)
y durante un periodo de exposicidn mas corto (3-7 min). Por tanto, la DEXA es la
técnica de eleccion tanto para el diagndstico como para la monitorizacion de los

pacientes que sufren alteraciones 6seo-metabdlicas, entre ellas la osteoporosis.

La DEXA se basa en el principio de que la densidad de un material se puede conocer,
siempre que conozcamos Su naturaleza, mediante el célculo de la atenuacion que
experimenta un haz de radiacion de baja energia al atravesar dicho material. Esta
atenuacion o absorcion parcial de la radiacion se puede relacionar con el tipo de atomos
y moléculas que componen el material, ya que cada componente atdmico tiene una

capacidad de atenuacion determinada.

En el organismo hay dos tipos de componentes, el tejido 6seo y los tejidos blandos,
de manera que utilizando dos energias distintas puede conocerse la densidad del tejido
0seo y la cantidad de tejidos blandos. El calcio absorbe mucha mas energia que el resto
de componentes de los tejidos blandos. La medicién de la radiacion absorbida refleja el
contenido mineral 6seo o grado de mineralizacion del tejido que, dividido por el area
proyectada o por el volumen de hueso medido, es igual a la DMO. De esta forma se

puede calcular con gran precision el contenido mineral 6seo y la DMO (101).

La densitometria 6sea se puede realizar, dependiendo de la técnica empleada, en
diferentes zonas como el esqueleto apendicular o periférico (radio o calcaneo),
esqueleto axial (columna o cadera) y el esqueleto total o cuerpo entero. Se suelen
estudiar las zonas con mayor incidencia de fracturas osteoporoticas: columna lumbar,
fémur proximal o cadera (cuello, trocanter, region intertrocantérea y triangulo de Ward)
y en menor grado el antebrazo distal. El triangulo de Ward es una region que se
corresponde con la interseccidn de tres grupos de trabéculas 6seas en el cuello femoral.
A la hora de la interpretacion de los resultados densitométricos, las guias recomiendan

tener en consideracion una serie de caracteristicas particulares de cada region, que
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pueden influir en el valor final de la prueba (102).

Para que los resultados de la medicion de la DMO en un paciente tengan utilidad
clinica deben compararse con los valores medios de DMO obtenidos en la poblacion
sana de referencia. El resultados se expresa como el nUmero de desviaciones estandar

(DE) que se aleja de ésta, teniendo en cuenta siempre edad, sexo y raza.

» Puntuacién T (T-score): desviacion de los resultados de un paciente
comparandolos con la DMO media de la poblacién adulta joven, de alrededor de
30 afos (se presupone que a esa edad se ha alcanzado el méximo pico de masa

Osea).

= Puntuacién Z (Z-score): valora la DMO del paciente frente a la DMO media de

poblacion sana de similares caracteristicas, en cuanto a edad, sexo y etnia.

En 1994 la OMS establecié las categorias o criterios diagndsticos de osteoporosis
sobre la base de criterios epidemiologicos que tienen en cuenta la evolucion de los
valores de DMO evaluados por densitometria y la prevalencia e incidencia de fracturas
osteopordticas en mujeres postmenopausicas de raza blanca. Asi la OMS propone la
clasificacion de la poblacion en base al T-score, proporcionando una base sobre la cual
clasificar a los pacientes ya que cada disminucion de una desviacion estandar

incrementa de 2 a 2,5 veces el riesgo de fractura (103). Se definen cuatro categorias:

e Normal: valores de DMO superiores a -1 DE con relacién a la media de adultos
jovenes (T-score > -1).

e Osteopenia, valores de DMO entre 1y 2,5 DE por debajo de la DMO promedio
de la poblacion adulta joven sana (T-score entre -1y -2,5).

e Osteoporosis: valores de DMO inferiores a 2,5 DE por debajo de la DMO
promedio de la poblacién joven adulta sana (T-score inferior a -2,5).

e Osteoporosis establecida: cuando junto con las condiciones previas se asocia una

0 mas fracturas osteopordticas.
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Columna AP Densidad dsea Referencia Densitométrica L1-L4

DMO (g/cm’  T-Score

20 30 40 S0 60 70 80 90 10K
Edad (afios)

1 3
DMO Adulto-Joven Ajust. a edad

Regién (g/em?) (?6) T-Score (%) 2-Score
L1 0,883 78 2,1 80 -1,8
L2 0,991 83 -1,7 85 -1,5
L3 1,326 111 1,1 113 1,3
L4 1,217 101 0,1 104 0,4
Li-L4 1,122 95 -0,5 97 -0,3
L2-L4 1,184 99 -0,1 101 0,1

Figura 12: Ejemplo de densitometria 6sea mediante DEXA a nivel de la columna lumbar.

Hasta la fecha, esta clasificacion densitométrica esta universalmente aceptada como
criterio diagndstico a pesar de presentar varias limitaciones ya que, de manera estricta,
solo es adecuada para mujeres postmenopausicas de raza blanca, no tiene en cuenta el
componente cualitativo del hueso sino solo el cuantitativo y su aplicacion principal es

en columna vertebral y cadera.

1.2.7.2. Herramientas para calcular el riesgo de fractura 6sea: FRAX®

Sin embargo, la DMO posee una baja sensibilidad y un bajo valor predictivo de
fractura. Asi pues, una decision clinica basada Unicamente en el resultado de la DMO
permitiria identificar un porcentaje de pacientes que finalmente padeceran una fractura,
pero también podria sugerir tratar un conjunto nada menospreciable de mujeres que
jamas padeceran una fractura. La combinacion de los factores de riesgo clinicos de
fractura por fragilidad con la medida de la DMO es el método que hasta el momento ha
demostrado ser méas eficaz para la valoracion del riesgo de fractura. Con la idea de
combinar todos estos datos la OMS desarroll6 en el afio 2008 el modelo FRAX®
(Fracture Risk Assement Tool), una herramienta de evaluacion del riesgo de fractura

para hombres y mujeres de entre 40 y 90 afios (104). Los algoritmos del modelo son
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confidenciales aunque existe una aplicacion en internet
(http://www.shef.ac.uk/FRAX/tool.aspx?lang=sp) que permite calcular la probabilidad
de fractura por fragilidad, y especificamente también de cadera, a 10 afios. Dicha
herramienta fue desarrollada a partir de nueve grandes cohortes poblacionales que
incluian alrededor de 60.000 sujetos procedentes de Europa (incluida una cohorte
espafiola), Norteamérica, Asia y Australia y en su modelo final el FRAX® calcula el
riesgo de fractura en hombres y mujeres teniendo en cuenta la edad en afios, el indice de
masa corporal (IMC) computado segun altura y peso (kg/m2), y las variables de riesgo
independientes, tales como fractura previa por fragilidad, antecedentes de fractura de
cadera en los progenitores, tabaquismo actual, uso prolongado de glucocorticoides
orales en alguna ocasion, artritis reumatoide, otras causas de osteoporosis secundaria y
consumo diario de alcohol equivalente a 3 6 méas unidades por dia. También se puede
incluir la DMO del cuello del fémur (cadera), preferentemente como un T-score (105)
(Figura 13).

&
FRAX Herramienta de Evaluacion de Riesgo de Fractura

Inicio Herramienta de Calculo¥ Tablas FAGQ Referencias Espafiol IZI

Herramienta de Calculo

Par favor responda las preguntas siguientes para calcular la probabilidad de fractura a diez afios sin
DMO o can DMO. AN
pais: Reino Unido Mombre/ID: Sobre los Factores de riesgo
cuestiona r|0: 10. Osteoporosis secundaria @Ne O s Peso i de
. . o : ) Conversion
1. Edad {entre 40-90 afios) o fecha de nacimiento 11. Alcohel, 3 o més dosis por dia Ono Os
Edad: Fecha de Madmiento: libras "= kg
. s o 12. DMO de Cuello Femoral
= - Seleccione BMD |Z|
2. Sexo O Hombre ) Mujer
4, Estatura (cm) Conversion Altura
pulgadas = cm
5. Fractura previa @y O s
convertir
6. Padres con Fractura de Cadera @Ne s
7. Fumador Activo @Ne s
8. Glucocorticoides @ & e
> Mo S 05569601

9. Artritis Reumatoide @ne @ s Individuals with fracture risk
- ) sssessed since 1st June 2011

Figura 13. Cuestionario para calcular el FRAX® en versién espafiola. Acceso mediante el
enlace (http://www.shef.ac.uk/FRAX/tool.aspx?lang=sp).
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El rendimiento de FRAX® ha sido evaluado en once cohortes independientes de
Europa, América del Norte, Australia y Japon que no participaron en la elaboracién del
modelo, lo cual demuestra que FRAX® es una herramienta de amplio alcance.

El resultado ofrecido por la herramienta FRAX® no realiza por si mismo ninguna
recomendacion sobre cuando solicitar una densitometria 6sea 0 cuando comenzar un
tratamiento antirresortivo. Por ello, es necesario realizar ajustes o calibraciones sobre
esta herramienta en cada pais para su validacién, motivo por el cual se han realizado
diferentes estudios de coste-efectividad con el objetivo de determinar cual es el umbral
mas eficiente para dar ese paso en el manejo de la osteoporosis.

En Espafia, uno de los primeros y mas relevantes estudios realizados hasta el
momento es el estudio FRIDEX (Factores de Riesgo y Densitometria por absorcion dual
de rayos X) que propone un modelo con los puntos de corte del FRAX® que permiten
estratificar la cohorte estudiada de mujeres de entre 40 y 90 afios en tres grupos de
riesgo de sufrir una fractura principal. Este estudio establece los grupos de riesgo en
base a los resultados reales de fractura sufrida durante 10 afios (bajo <10%; intermedio
10-20%; alto> 20%) y también haciendo una valoracion coste-efectiva comparando el
modelo con la practica clinica habitual. Los puntos umbrales de FRAX® que establecen
el modelo mas coste-efectivo para este grupo de estudio son: <5% bajo riesgo; > 5% y
<7,5% riesgo intermedio; > 7,5% riesgo alto. El diagrama de decisiones basado en este
modelo se puede observar en la figura 14 y propone un umbral del 5% de riesgo de
fractura osteopordtica mayor para solicitar una densitometria y un umbral del 7.5% para

iniciar el tratamiento farmacolégico.

Segln este modelo y dichos umbrales de FRAX® se podria reducir un 82% las
densitometrias realizadas y un 35% los tratamientos farmacoldgicos, reduciendo el
gasto un 29% para detectar el mismo numero de mujeres que sufren fractura a 10 afos
en el modelo de practica médica actual. Los umbrales que propone la calibracién
FRIDEX tienen su interés, ya que se basan en poblacion espafiola y en estudios de coste
efectividad con consideraciones nacionales, por lo que seria mas recomendable el uso

de dichos umbrales que los britanicos (106).
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Figura 14. Diagrama de decisiones del modelo Fredix (106)

Sin embargo, y a pesar de las ventajas que aporta la utilizacién de esta herramienta
usando los umbrales establecidos por el estudio FRIDEX, a dia de hoy no existe
consenso sobre el umbral por encima del cual se debe considerar alto riesgo de sufrir
una fractura en la poblacion espafiola (107), por lo que los umbrales mas ampliamente
aceptados son los recomendado por la National Osteoporosis Foundation (NOF), que
consideran bajo riesgo de fractura mayor a diez afios cuando el resultado del FRAX® es

<10% y el riesgo de fractura de cadera es <3% (108).

Pese a las indudables ventajas de la herramienta FRAX®, se han descrito diferentes
inconvenientes de la misma, entre ellos: 1) caracter dicotdmico de las respuestas, sin
posibilidad de gradacion. Varios de los factores de riesgo clinicos tenidos en cuenta en
el modelo no consideran la respuesta a la dosis, sino que dan las relaciones de riesgo
para una dosis o exposicion promedio. EI consumo de alcohol y el uso de glucocorti-
coides son buenos ejemplos mientras que existen pruebas solidas de que el riesgo
asociado con el consumo excesivo de alcohol y el uso de glucocorticoides es mayor a
dosis mas altas; 2) empleo de la DMO del cuello femoral sin tener en cuenta otras

localizaciones, como la columna lumbar; 3) no valora la ingesta de calcio y los niveles
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de vitamina D, siendo dos aspectos muy importantes en la regulacién del metabolismo
fosfo-célcico; 4) no tiene en cuenta algunos factores de riesgo relacionados con las
caidas, auin cuando es bien conocido que el riesgo de fractura aumenta progresivamente
con el numero de fracturas previas, o el tratamiento con determinados medicamentos
como los farmacos anticonvulsivantes ; 5) no tiene en cuenta los valores de los
marcadores de recambio éseo, fiel reflejo del proceso de remodelado que sufre el
esqueleto constantemente (109). Toda esta ausencia de datos podria traducirse en la
obtencion de un valor del riesgo de fracturas que podria estar subestimado, por lo que es
fundamental tener en cuenta que el valor del FRAX® de manera aislada no debe suponer
la base para la toma de decisiones por parte del clinico, sino que debe considerarse
como una herramienta mas, junto a la valoracién clinica y los factores de riesgo del
paciente, a la hora de valorar el riesgo de fractura ¢sea y la decision de iniciar un

tratamiento farmacologico (110).

Posteriormente se ha publicado otro algoritmo para la estimacion del riesgo
individual de fractura de cadera u osteopdrotica a 10 afos, el QFractureScore,
desarrollado a raiz de una amplia y representativa cohorte britanica. Se identificaron una
serie de variables, en su mayoria clinicas, altamente predictivas e independientemente
asociadas al riesgo de fractura (111). Comparado con el FRAX®, los estadisticos de
contraste resultaron similares 0 mejores con este nuevo algoritmo. Esta herramienta
hace una valoracién mas detallada de la ingesta de tabaco y alcohol, cuyos efectos 6seos
son dosis dependientes, e incluye mas factores de riesgo clinicos por lo que puede dar
una valoracion mas individualizada del riesgo de fractura. Destaca entre ellos la
recogida de caidas, terapia hormonal sustitutiva, otros tratamientos médicos
concomitantes y antecedentes médicos entre los que se incluye la epilepsia o la toma de
FAE. Sin embargo, esta escala estd aun pendiente de ser validada para otras poblaciones
fuera del Reino Unido y a dia de hoy no hay datos que avalen la aplicabilidad de estos

hallazgos a Espafia.

1.2.7.3. Marcadores de metabolismo éseo

Como ya se ha mencionado anteriormente, el hueso es un tejido metab6licamente
activo sometido a un remodelado continuo a través de los procesos de formacion y

resorcion dsea. En condiciones normales ambos procesos estan estrechamente
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acoplados entre si, de manera que la cantidad de hueso formado es igual a la cantidad de
hueso eliminado. En el momento en el que se produzca el desacoplamiento entre dichos
procesos metabolicos se produciran una serie de cambios tanto en la estructura como en
la fuerza y la masa 6sea que daran lugar a una mayor sintesis o degradacion Osea, que
en ciertos momentos podrian dar lugar a alteraciones esqueléticas. Si bien la estructura
y la fuerza Gseas son parametros dificiles de determinar, no lo es tanto el estudio de la
masa Osea, la cual puede evaluarse mediante técnicas densitométricas, aportando
informacidn estatica, o0 mediante el estudio de marcadores bioquimicos del remodelado

6seo (MRO), que dan informacién dindmica del proceso.

Los MRO son enzimas u otras proteinas secretadas por los osteoblastos u
osteoclastos durante la formacion o resorcion del hueso, o bien sustancias producidas
durante la formacion o la degradacion del colageno tipo 1, principal proteina de la
matriz organica del hueso. Estas proteinas son liberadas al torrente sanguineo durante
los procesos de formacion y/o resorcion 6sea, pudiendo ser cuantificadas posteriormente
en sangre y/u orina. ldealmente, un MRO deberia reflejar solo la actividad de
osteoblastos u osteoclastos; sin embargo, la formacion y resorcion Gsea suelen estar
estrechamente acopladas en tiempo y espacio y, por tanto, cualquier marcador va a
reflejar la tasa global de recambio 6seo. Ciertos MRO pueden reflejar diferentes etapas
de formacion y resorcion, pero no pueden reflejar procesos especificos de la enfermedad
Osea 0, por ejemplo, distinguir entre las actividades en el hueso cortical o trabecular
(112).

En los Gltimos afios, los MRO se han categorizado como biomarcadores de
formacidn Osea, resorcion u osteoclastogenesis. Los marcadores de formacion Gsea son
subproductos de los osteoblastos o derivados del metabolismo del colageno, mientras
que los marcadores de resorcion Gsea son los productos de degradacion de los
osteoclastos o la degradacion del colageno. Ademas, varios reguladores de la actividad
de las células dseas y, por lo tanto, del recambio Gseo también pueden usarse como

biomarcadores.

Con el tiempo se han ido desarrollado ensayos rapidos, fiables, no invasivos y
rentables con alta sensibilidad y especificidad para la determinacion de MRO, de
manera que su cuantificacion ofrece la posibilidad de evaluar las condiciones de

recambio 0seo, asi como de monitorizar la respuesta temprana a terapias antirresortivas
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y agentes formadores de hueso, brindando una justificacién para su uso en un entorno
clinico (113).

1.2.7.3.1. Marcadores de formacién 6sea

Los marcadores de formacion Osea son productos directa o indirectamente
relacionados con el desarrollo y actividad de los osteoblastos y todos son medidos en

suero o plasma. Los mas ampliamente utilizados son:

% Fosfatasa alcalina (ALP): pertenece a una familia de enzimas ubicuas
asociadas a la membrana con un peso molecular de aproximadamente 140 kDa. Hay
cuatro isoenzimas de ALP en la circulacion: intestinales, placentarias, células
germinales y una forma no especifica que se expresa en numerosos tejidos, entre ellos
los huesos, rifiones e higado. La isoforma 0sea predomina durante la infancia y la
adolescencia, mientras que en adultos sanos las isoenzimas hepatica y 0sea suponen un

95% de la ALP total, estando presentes en proporciones casi iguales (114).

La fosfatasa alcalina especifica de hueso (ALPo), una glucoproteina tetramérica
producida especificamente por los osteoblastos, se ancla en la membrana plasmatica de
éstos y se libera a la circulacion en forma de dimero por escision de una fosfolipasa
durante la formacion Osea. Esta involucrada en el proceso de mineralizacion dsea y su
produccidn se correlaciona positivamente con la tasa de formacion 6sea. Tiene una vida
media de uno o dos dias por lo que es menos sensible a la variacidn circadiana, y no esta
influenciada por la disfuncion renal ya que se metaboliza a nivel hepatico. Sus valores
en plasma y suero son mas altos en afecciones 6seas como la enfermedad de Paget, la

osteomalacia y después de fracturas o formacion de hueso ectopico (115).

%+ Osteocalcina (OC): es la proteina no coldgena méas abundante de la matriz dsea
y es expresada por osteoblastos, osteocitos, odontoblastos y condrocitos hipertréficos.
Es una pequefia proteina de 49 aminoacidos cuya sintesis depende de la presencia tanto
de metabolitos activos de vitamina D, especialmente 1,25-dihidroxivitamina D, como de
vitamina K. La mayoria de OC recién sintetizada se integra en la matriz 0sea, pero el
20-30% llega a la circulacion donde puede ser detectada. Una vez en la circulacion su

vida media es corta y se degrada rapidamente en fragmentos de manera que
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aproximadamente un tercio de la OC circulante esta intacta y el resto se encuentra en
forma de fragmentos. Es metabolizada en el higado y eliminada por los rifiones por lo
que, debido a su aclaramiento renal, se observan concentraciones mas altas en

situaciones de disfuncion renal (116).

Debido a la presencia de tres residuos de gamma-carboxiglutamato en la molécula la
OC es capaz de unirse al calcio, caracteristica fundamental que explica su alta afinidad
por la hidroxiapatita. Asi, en presencia de calcio la OC se une a la hidroxiapatira
acumulandose en la matriz ésea, llevando a cabo su papel como molécula organizadora

de la matriz 6sea, es decir, interviniendo en el proceso de mineralizacion 6sea (117).

Por tanto, la OC sérica se considera un marcador especifico tardio de la actividad de
los osteoblastos y su nivel sérico refleja la tasa de formacién de hueso. Asi, la
concentracion de OC en suero sera mayor en nifios, especialmente durante el periodo de
crecimiento activo, asi como en adultos que presenten una mayor tasa de formacion
Osea, como por ejemplo, en el hipertiroidismo, la enfermedad de Paget o las metastasis
Oseas. Y ademas de su papel en el metabolismo 6seo, estudios recientes han demostrado
que existe una regulacion endocrina del metabolismo energético por parte del hueso,
actuando la OC como factor estimulante de la secrecion de insulina por el pancreas
(118).

% Propéptidos Amino y Carboxi terminales del procolageno tipo I. La
molécula de procolageno contiene fragmentos peptidicos Amino y Carboxi-terminales,
que se eliminan enzimaticamente durante el procesamiento extracelular del colageno de
tipo | recién sintetizado. Estos péptidos liberados se denominan Propéptido N-terminal
del procolageno tipo I (PINP) y Propéptico C-terminal del procolageno tipo | (PICP) y
son los encargados de guiar el proceso de plegamiento helicoidal del colageno (Figura
15).

Aunque hay otros tejidos del organismo en los que esta presente el colageno tipo I, la
tasa de recambio de éste en el hueso es mas rapida que en el resto de tejidos de modo
que se considera que las variaciones en la concentracion de PINP y PICP reflejan
cambios en la sintesis del coldgeno del hueso (119). En este sentido se detectaran
niveles aumentados de estos marcadores durante el crecimiento y en procesos

metabolicos que cursan con aumento del remodelado 6seo, como ocurre en la
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enfermedad de Paget, y en respuesta a la hormona del crecimiento.

N-propéptido Cadena de coldgeno  C-propéptido
o, NN ANANANANAANNEEEES

l Formacion de la triple hélice

lcovalente (Iusnl oxldasas)

R T e

Figura 15. Sintesis de colageno y obtencion de los fragmentos Ny C terminales
(PINP y PICP). Adaptado de “Collagen cross-linking: insights on the evolution
of metazoan extracellular matrix”, 2016. (120)

Actualmente el PINP se considera el biomarcador mas sensible de la tasa de
formacidn oOsea y, por lo tanto, es particularmente Gtil para monitorizar la terapia dsea
anabolica y las terapias antirresortivas (tratamiento con estrogenos y bifosfonatos)
(122).

1.2.7.3.2. Marcadores de resorcion 6sea

La mayoria de los marcadores clasicos de resorcidbn Osea son productos de

degradacion del colageno, excepto la fosfatasa acida tartrato resistente (FATR).

 Hidroxiprolina (OHP): es un aminoacido que deriva de la hidroxilacién
postraduccional de la prolina presente en el colageno. Fue utilizado por primera vez en
la préctica clinica en la década de 1960 como un marcador de resorcion 6sea. Sin
embargo, la OHP esté presente en otros tejidos distintos al hueso que también contienen
colageno, como el cartilago y la piel, por lo que no se puede considerar un marcador
especifico de la resorcion dsea. Ademas, dicho aminoacido también es liberado a la

circulacion, aungue en menor proporcion, durante la sintesis de hueso a partir de
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péptidos de procolageno recién sintetizados (10%). Por tanto, la OHP no es un marcador
especifico ni de tejido éseo ni del proceso de resorcion por lo que ha sido reemplazado

gradualmente por otros biomarcadores mas sensibles y especificos (122).

% Piridinolinas (PYD) y Deoxipiridinolinas (DPD). La estructura de las fibrillas
de colageno se estabiliza mecénicamente mediante enlaces covalente intra e
intermoleculares de piridinolina (PYD) y desoxipiridinolina (DPD). Los enlaces
cruzados de colageno se forman durante la maduracién extracelular del colageno y se
liberan a la circulacion durante la resorcién dsea cuando el colageno es catabolizado.
Son estructuras muy resistentes y tras la accion osteoclastica no son degradadas, sino
que se eliminan intactas en la orina como enlaces cruzados libres (40%) o unidas a
péptidos de colageno cortos (50%). Por tanto, pueden medirse tanto en suero como en
orina. El PYD se encuentra en cartilago, huesos, ligamentos y vasos sanguineos,
mientras que el DPD se encuentra casi exclusivamente en los huesos y la dentina, por lo

que el DPD es un marcador mas especifico y sensible que el PYD (123).

Expresan bien situaciones de cambios en el metabolismo 0seo: se elevan en la nifiez,
menopausia, osteomalacia, hiperparatiroidismo e hipertiroidismo, y descienden bajo el

tratamiento con estrégenos y bisfosfonatos.

Los ensayos para los enlaces cruzados se desarrollaron en la década de 1980 y fueron
ampliamente utilizados en la década posterior. Inicialmente la determinacion de PYD se
realizaba mediante HPLC pero posteriormente se han ido desarrollaron inmunoensayos
que miden tanto PYD libre cono unida a péptidos en orina. En la actualidad también
existen inmunoensayos con anticuerpos monoclonales para la deteccion de DPD o
métodos de electroquimioluminiscencia automatizados (123). Las concentraciones de
enlaces cruzados de colageno se miden con mayor precisién en orina. No obstante,
ambos marcadores estan actualmente en desuso ya que han sido reemplazados por otros

biomarcadores con mayor rendimiento diagnostico.

% Fosfatasa acida tartrato resistente (FATR). Es miembro de un grupo
heterogéneo de enzimas lisosomicas. Hay dos isoformas en circulacién: FATR5a y
FATR5b. Ambas son estructural y antigénicamente iguales, pero la isoenzimaFATR5b

carece de &cido sialico y funciona a un pH O6ptimo més alto que la isoenzima 5a.
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FATRS5b es especifica de los osteoclastos y liberada durante la resorcién dsea hacia las
lagunas de resorcion para ejercer su actividad hidrolitica, por lo que se considera que
refleja la tasa de resorcion 6sea (124). Sin embargo, datos méas recientes demuestran
que, mas que la actividad osteobléstica, lo que refleja con mayor precision es el nimero
de osteoclastos (125).

Una vez en la circulacion, el 95% de la FATR es hidrolizada por proteasas dando
lugar a fragmentos que son metabolizados en el higado y excretados en orina. Los
niveles circulantes de FATR5b no se ven afectados por la funcion renal y el efecto de la
ingesta de alimentos es insignificante por lo que las principales indicaciones de la
determinacion de FATR5b son los pacientes con funcién renal reducida, como pacientes
en dialisis. Ademas, FATR5b es relativamente estable en muestras de suero.

Se han descrito niveles elevados de FATR5b en situaciones de recambio 0seo
acelerado como la enfermedad de Paget y la metastasis 0sea. Aunque durante los
ultimos afios la determinacion de FATR5b estaba en desuso recientemente, debido a la
evolucion del ensayo, FATR5b se esta convirtiendo en uno de los MRO utilizados para
la prediccion de una alta renovacion désea con una correlacion significativa con la
pérdida de DMO (126).

% Telopeptidos Amino (NTX) y Carboxi (CTX) terminales del colageno tipo I.
Son telopéptidos derivados de la degradacién enzimatica de las regiones amino y
carboxi terminales de la molécula de colageno tipo | durante el proceso de resorcion
Osea. La forma nativa del CTX (a-CTX) experimenta una isomerizacion 3 espontanea y
lenta de un enlace peptidico dando lugar al B-CTX o Beta-CrossLaps, fendmeno que se
atribuye al envejecimiento de la proteina. En el adulto, aproximadamente un 70% de las
moléculas de coldgeno tipo I del tejido dseo se encuentran en su forma [-CrossLaps.
Por este motivo, la presencia de a-CTX en la orina seria indicativa de resorcion del
hueso joven recién sintetizado y su cuantificacion es muy adecuada para controlar la
eficacia de los farmacos antirresortivos, incluidos los diferentes bifosfonatos; mientras
que la presencia de B-CTX reflejaria la resorcion de hueso viejo (127). Actualmente, -
CrossLaps es quizds el ensayo de enlace cruzado mas comunmente utilizado,
demostrando ser un buen marcador de resorcion 6sea en la mayoria de las patologias

Oseas a excepcion de la enfermedad de Paget, donde es aconsejable cuantificar la
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isoforma a debido a la deficiente isomerizacion del colageno en el tejido 6seo de estos

pacientes (128).

La obtencion de estos fragmentos refleja diferentes vias enzimaticas de degradacién
Osea, ya sea mediante la accion de la catepsina K o bien de la metaloproteinasa de
matriz-1 (MMP-1). NTX y CTX son liberados por escision del colageno tipo | por la
catepsina K y el telopéptido carboxiterminal del procolageno tipo | (ICTP) es un
fragmento mas grande producido por accién de la MMP-1. NTX y CTX se pueden
medir en suero u orina. Los niveles séricos estan influenciados por el ritmo circadiano
(que es méas pronunciado para CTX) y la ingesta de alimentos por lo que el momento de
la obtencién de la muestra es fundamental. La recoleccion de orina de 24 horas tiene la
ventaja de superar los cambios circadianos y es menos sensible a las interferencias
dietéticas (76), aunque tiene como desventaja la gran cantidad de errores que se

producen durante la recogida y manipulacion de la muestra.

1.2.7.3.3. Marcadores de osteoclastogenesis

Dentro de este grupo hay que destacar el sistema RANK/RANKL/OPG, que como ya
se ha mencionado previamente, desempefia un papel principal en la regulacion de la
osteoclastogénesis actuando sus componentes como moduladores de la diferenciacion
de los precursores en osteoclastos multinucleados, asi como la activacién y

supervivencia de los mismos (129).

Sin embargo, y a pesar de la importancia de dichos sistema en la regulacion del
metabolismo 06seo, la cuantificacion de RANKL y OPG sigue siendo un desafio ya que
sus niveles circulantes son muy bajos y es poco probable que reflejen adecuadamente el
microambiente 6seo. Estas limitaciones pueden explicar los datos contradictorios sobre
la asociacién de OPG y RANKL con la DMO vy los marcadores bioquimicos del
recambio 6seo en mujeres postmenopausicas (130). Por tanto, son necesarios rigurosos
ensayos asi como la identificacion de las fuentes de variabilidad de dichos marcadores

antes de que se puedan adaptar a la practica clinica habitual.

Sin embargo, el conocimiento del sistema OPG/RANK/RANKL si ha ayudado al

desarrollo de nuevas terapias antirresortivas como es el caso del Denosumab.
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1.2.8. Tratamiento de la osteoporosis

El objetivo fundamental de la prevencion y tratamiento de la osteoporosis es reducir
el nimero de fracturas dseas. Para ellos se dispone de una serie de medidas generales no
farmacoldgicas aplicables a la poblacion en general, y medidas farmacoldgicas,
enfocadas a pacientes con mayor riesgo de sufrir osteoporosis 0 con osteoporosis ya
establecida.

1.2.8.1. Medidas generales

Dentro de este primer grupo se engloban una serie de medidas preventivas
encaminadas a mantener la masa Gsea, por lo que deben aplicarse a toda la poblacion.
Se debe insistir especialmente en aquellas personas con factores de riesgo de fractura y

en aquellas que ya estén en tratamiento. Se incluyen:

1.2.8.1.1. Eliminacion de habitos téxicos.

Debe evitarse principalmente el consumo de tabaco y alcohol, ya que favorecen la
pérdida de masa Osea. El tabaco tiene un efecto toxico directo sobre las células dseas y,
ademas, altera la absorcion del calcio a nivel intestinal. EIl alcohol presenta accién
inhibitoria sobre los osteoblastos, ademas de aumentar el nimero de caidas por
inestabilidad. Respecto al café, la cafeina produce un incremento en la perdida urinaria

de calcio.

1.2.8.1.2. Actividad fisica.

Es dtil tanto para favorecer el pico de masa dsea como para disminuir la pérdida de
hueso; presenta también efectos positivos sobre la funcién muscular, los reflejos, el

equilibrio y el alivio del dolor.

1.2.8.1.3. Nutricion.

Se recomienda seguir una dieta equilibrada con una ingesta adecuada de proteinas,
evitar el exceso de sal y una exposicidn solar moderada. Es importante seguir una dieta
con aporte de calcio adecuado para mantener una correcta salud esquelética. Segun la

guia del Sistema Nacional de Salud del afio 2010, se recomienda una ingesta diaria de
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calcio para mujeres postmenopausicas mayores de 50 afios de 1.000-1.200 mg/dia,
aunque esta aumenta a 1.500 mg/dia en casos de osteoporosis establecida o ante

tratamiento con glucocorticoides de forma continuada.

Se recomienda también un aporte adecuado de vitamina D a toda la poblacion, ya sea
mediante la dieta (consumo de pescado azul, higado, yema de huevo...) y la exposicion
solar adecuada o recurriendo a suplementos. En pacientes con riesgo de déficit de
vitamina D la dosis recomendada es de 800 Ul/dia (131).

Existe cierta evidencia sobre los beneficios de los suplementos con vitamina K2 en
mujeres postmenopausicas con osteoporosis. Esta vitamina parece jugar un papel
importante en la mineralizacion dsea a través de la carboxilacion de la OC y mantiene el
namero de osteoblastos inhibiendo su apoptosis (132). Sin embargo, su uso en

poblacion general todavia no esta consensuado.

Por otro lado, se ha relacionado la alteracion de la microbiota intestinal con una
alteracion del equilibrio RANKL/OPG (133), por lo que segun esta teoria el uso de
probidticos que ayuden a mejorar la flora intestinal bacteriana podria ser una nueva

diana terapéutica aplicada al tratamiento de la osteoporosis (134).

1.2.8.2. Tratamiento farmacologico

Existen varios grupos terapéuticos aprobados en Espafia para prevenir las fracturas

Oseas. Los principales farmacos se encuentran recogidos en la tabla.

Tabla 3. Mecanismos de accion de los diferentes tipos de farmacos empleados para
prevenir la osteoporosis

Mecanismo de accién Farmacos

Antirresortivos Calcio y Vitamina D

Bisfosfonatos (alendronato, risedronato,
ibandronato y zoledronato)
Moduladores selectivos del receptor de
estrégenos: raloxifeno y bazedoxifeno
Denosumab (neutralizador de RANKL)

Anabdlicos Teriparatida
Hormona paratiroidea (PTH)
Accién mixta Ranelato de estroncio.
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1.2.8.2.1. Bisfosfonatos

Reducen la resorcion Gsea ya que acttan sobre los osteoclastos, disminuyendo su
formacion y su ciclo de vida, asi como su actividad. Son farmacos de primera linea en el
tratamiento de la osteoporosis y, actualmente, los mas utilizados dado que su eficacia
antifractura ha quedado ampliamente demostrada y en general son bien tolerados. El
perfil general de seguridad de los bisfosfonatos es aceptable. Algunos de los posibles,
pero infrecuentes, efectos adversos a los que pueden asociarse son: osteonecrosis de los
maxilares y las fracturas atipicas (subtrocantereas y/o diafisarias de fémur), fibrilacion
auricular, cancer de eséfago, dolor osteomuscular, dafio renal y hepatotoxicidad, siendo

estos tres ultimos excepcionales.

1.2.8.2.2. Moduladores selectivos del receptor de estrogenos

Actlan uniéndose al receptor de estrogenos y realizan acciones agonistas o
antagonistas sobre ellos, dependiendo del 6rgano diana. Tanto el raloxifeno como el
bazedoxifeno presentan efectos positivos sobre la masa 6sea lumbar y de cadera;
asimismo, hay evidencia en la prevencion de fracturas vertebrales en mujeres con
osteoporosis y osteopenia (135). Entre los efectos secundarios mas frecuentes se
cuentan la presencia de sofocos, la aparicion de edema periférico o calambres en las
extremidades inferiores y los méas graves, el riesgo de trombosis venosa profunda y

embolismo pulmonar.

1.2.8.2.3. Denosumab

El Denosumab es un anticuerpo 1gG monoclonal humano de alta afinidad y
especificidad para RANKL aprobado para el tratamiento de la osteoporosis. Al unirse a
RANKL, Denosumab evita la interaccion de RANKL con RANK 'y, por lo tanto, inhibe
la diferenciacion, activacion y supervivencia de los osteoclastos y con ello la resorcion
Osea. La especificidad de Denosumab para RANKL es muy superior a las moléculas
recombinantes OPG o RANK previamente probadas, lo que resulta en un efecto
antirresortivo potente y prolongado (136). En el estudio FREEDOM (Evaluacion de la
reduccién de la fractura osteoporoética tras administracion de Denosumab), un ensayo
clinico de mujeres postmenopausicas a las que se les administré Denosumab o placebo

durante seis meses, se registrd una reduccién de la resorcién 6sea del 86% tras un mes
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de tratamiento acompafiada de una supresion de los MRO, efecto mayor al observado
tras el uso de otros medicamentes antirresortivos. La disminucion de los niveles
plasméticos de CTX fue mas pronunciada y més rapida que la disminucion de PINP.
Ademas, se observd una correlacion significativa entre la reduccion de CTX y el
aumento de la DMO. Respecto a los efectos adversos, su uso se asocia con un aumento
leve de las infecciones cutaneas y urinarias, del dolor lumbar, del dolor en extremidades

0 muscular, o de la hipercolesterolemia (137,138).

1.2.8.2.4. Analogos de hormona paratiroidea

Son sustancias con efecto osteoformador debido al aumento tanto del nilmero como
de la actividad de los osteoblastos. Se incluyen la Teriparatida, que es el fragmento 1-34
de laPTH y la PTH intacta (1-84).

1.2.8.2.5. Ranelato de estroncio

Molécula con accion dual que disminuye la actividad osteoclastica y aumenta la
osteoblastica. Esta indicado en mujeres postmenopausicas ya que produce un aumento
de la masa 0sea y una reduccion de fracturas tanto vertebrales como no vertebrales a los
3 aflos de tratamiento. Se asocia con un leve aumento del riesgo de trombosis venosa
profunda y embolismo pulmonar, aunque los efectos adversos mas frecuentes son las

nauseas Y la diarrea.

Sin embargo, el uso de algunos de estos farmacos presentan una limitacién temporal,
por lo que no serian la herramienta mas adecuada en el caso pacientes jovenes con

osteoporosis secundaria en los que se prevee un tratamiento muy a largo plazo (139).

1.3. OSTEOPOROSIS ASOCIADA AL TRATAMIENTO CON FAE

La epilepsia es una enfermedad que afecta predominantemente a nifios y personas de
edad avanzada y cuyas consecuencias van mas alla de la aparicién de convulsiones. Al
comienzo de la era del tratamiento farmacoldgico de la epilepsia los FAEs de los que se

disponia eran fundamentalmente PHT, PB, PRM y CBZ. En esta época se prestaba poca
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atencion a los cambios metabdlicos asociados al tratamiento a largo plazo con FAEs;
fue a finales de los afios 60 cuando se pusieron de manifiesto por primera vez los
efectos secundarios de los FAEs asociados al metabolismo ¢seo, describiendo la
aparicion de osteomalacia en pacientes sometidos a tratamientos prolongados con PHT
y PRM (140,141). Poco después, Christiansen et al corroboraron estos hallazgos al
demostrar que aquellos pacientes en tratamiento con PHT, PB o0 ambos, presentaban una
menor DMO medida mediante densitometria en los antebrazos que individuos controles
sanos (142) presentando como consecuencia una mayor riesgo de fractura 6sea. Como
ya se ha mencionado anteriormente, distintos FAE fueron surgiendo durante las
siguientes décadas, siendo los més frecuentemente usados las CBZ y el VPA,; sin
embargo, ni éstos ni muchos de los otros FAE empleados en el tratamiento de las crisis
epilépticas estaban exentos de causar efectos secundarios relacionados con la salud
Osea y ya a principios del siglo XXI comenzaron a publicarse multitud de trabajos en los
que quedaba demostrada la asociacion del tratamiento con FAEs y el desequilibrio
producido en el metabolismo éseo (143-145). Del mismo modo, y a pesar de los
esfuerzos empleados en mejorar el perfil de efectos secundarios de cada nuevo FAE,
algunos de los farmacos surgidos mas recientemente, como la LTG o la OXC también

se han relacionado con efectos negativos en la calidad 6sea (140).

1.3.1. Mecanismos fisiopatoldgicos de las alteraciones dseas asociados a FAE

Los factores de riesgo asociados a las alteraciones del metabolismo ¢seo se presentan
en ocasiones en un mismo paciente y como ya se ha descrito previamente incluyen: la
edad avanzada, género femenino, salud Osea alterada previa al inicio del tratamiento
antiepiléptico, estado nutricional inadecuado, consumo de tdxicos, inactividad fisica,
etc. Se incluye ademas dentro de los factores de riesgo el tratamiento epiléptico en
politerapia, ya que se ha visto que aquellos pacientes en tratamiento con méas de un FAE
presentan una menor DMO y un aumento del riesgo de fractura de 1.61 respecto a los
gue Unicamente son tratados en monoterapia. Sin embargo, mas alla de estos factores de
riesgo, y de si el paciente cursa 0 no con epilepsia, el simple consumo de FAEs aumenta
el riesgo entre dos y tres veces de sufrir fracturas 6seas en comparacion con individuos

que no los consumen (147).

Los mecanismos fisiopatolégicos conocidos hasta el momento involucrados en la
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enfermedad Osea inducida por los FAE incluyen la deficiencia de vitamina D y
calcitonina, los bajos niveles de estrégenos y la hiperhomocisteinemia, entre otros
(Figura 17).

1.3.1.1. Déficit de vitamina D

El mecanismo por el cual los FAEs se asocian con enfermedad dsea es aln
controvertido, aunque una de las primeras y mas aceptadas teorias esta relacionada con
la via del Citocromo P450 (CYP450). El CYP450 es un croméforo celular constituido
por una superfamilia de enzimas codificadas por 57 genes diferentes que tiene gran
importancia en las rutas metab6licas implicadas en la detoxificacion de los farmacos en
general y los FAE en particular, y de otras sustancias quimicas exdgenas. Ademas, tiene
un papel fundamental en procesos metabolicos enddgenos como la biosintesis de &cidos
biliares y colesterol, la sintesis de Vitamina D3, sintesis de hormonas sexuales o el

metabolismo e hidroxilacién del acido retinoico.

FAEs clasicos como la CBZ, PHT o PB se consideran FAEs inductores enzimaticos
que presentan capacidad inductora del CYP450 y, por tanto, son responsables de una
gran cantidad de alteraciones metabolicas, entre ellas la alteracion del metabolismo
0seo. Para entender este efecto deletéreo hay que tener claros los componentes que

participan en el metabolismo de la vitamina D y sus interacciones.

La vitamina D o Calciferol se obtiene de fuentes y precursores diferentes: la vitamina
D, (ergocalciferol) y la vitamina D3 (colecalciferol). La vitamina D3 se puede obtener de
la dieta (10%) o de la produccion endogena (90%) mediante la conversion del 7-
dehidrocolesterol a previtamina D3, la cual por exposicion a rayos ultravioleta del sol
sufre un proceso de isomerizacién no enzimatica formando la vitamina Ds. La vitamina
D, no se produce en los humanos sino que se obtiene a partir del precursor ergosterol
proveniente de las membranas celulares de las plantas y hongos ingeridos en la dieta y
después de la exposicién a rayos UV. La actividad de la vitamina D, es un tercio

respecto de la vitamina Ds.

La vitamina D no es biologicamente activa por lo que debe sufrir una serie de
modificaciones enzimaticas para ejercer su funcidn. Estos procesos son llevados a cabo

por las enzimas pertenecientes a la superfamilia de la familia de la CYP450. Una vez
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formada, la vitamina D es transportada por la proteina plasmatica de unién a la vitamina
D (DBP; vitamin D binding protein) hasta el higado, lugar en el que se produce la
primera hidroxilacion en el carbono 25, dando lugar a la 25-hidroxi vitamina D3 (250H-
D3). En este proceso participan varias enzimas del CYP450 siendo la CYP2RI (25-
hidroxilasa) la mas importante. La 250H-D3 es la principal forma circulante de la
Vitamina D3 y es Gtil como indicador de los niveles de esta proteina. Una vez formada,
es transportada por la DBP hacia el tabulo proximal del rifion, donde por accion de la
enzima CYP27BI (1a-hidroxilasa) se produce la segunda hidroxilacion en el carbono 1
para completar el proceso de activacion y dar lugar a la 1,25-dihidroxi vitamina Ds
(1,250H-Ds), que es la forma activa.

El rifdn es determinante en la regulacion de las acciones de la vitamina D3 mediante
la accion de la enzima CYP24Al (24-hidroxilasa), que da lugar al metabolito inactivo
24,25-dihidroxi vitamina D3 a partir de la hidroxilacion de la 250H-D3, disminuyendo
asi la cantidad disponible de ésta para la 1a-hidroxilacion. Ademas, limita la cantidad de
1,25-OH-Ds en los tejidos diana mediante su hidroxilacién por dos vias: a) la via C-24,
que conduce a la formacion de la 1,24,25-trihidroxi D3, la cual es rapidamente
transformada por esta misma enzima a acido calcitroico, metabolito inactivo de la
vitamina D que es excretado por la orina; b) la via C-23, que conduce a la formacion de
la 1, 23, 25-trihidroxi vitamina Ds, que facilmente se convierte en 1,25-dihidroxi

vitamina D3 -23,26-lactona, sin actividad biologica (Figura 16).

El receptor X de pregnano (PRX), un factor de transcripcion de la familia de los
receptores nucleares, es activado por los FAE e induce la hiperexpresion de la
CYP24Al, hecho que conduce al rapido metabolismo de la forma activa de la vitamina
D y que causa disminucion de sus niveles y, por tanto, alteraciones en la mineralizacién
de los huesos que dan lugar a la osteomalacia. También se ha establecido que los FAE
activan el VDR debido al alto grado de homologia que presenta con el PRX. La
activacion del VDR conduce a la expresion de proteinas en el osteoblasto como
RANKL que por interaccion con RANK induce la actividad osteoclastica que conlleva

el aumento del remodelado 6seo (148).

El déficit de vitamina D conduce ademas a la disminucion de los niveles circulantes
de calcio y, en compensacion, al aumento de los niveles de PTH, dando lugar a un

hiperparatiroidismo secundario que afectard también a la salud 6sea. Por un lado, la
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PTH activa la molécula de RANKL, que se traduce en la activacion del osteoclasto y el
aumento de la resorcion 6sea. Ademas, el PB genera deterioro en la respuesta celular a
la PTH lo que favorece el aumento en la concentracion de esta hormona,
independientemente de los niveles de calcio circulantes (149).

1.3.1.2. Déficit de calcitonina

Los FAEs, por mecanismos no suficientemente claros por el momento, generan una
disminucién de los niveles circulantes de calcitonina relacionados con la pérdida de
masa Osea. Parece ser que los FAEs bloquean de forma directa los receptores sensores
de calcio de las células C del foliculo tiroideo, impidiendo la liberacién de calcitonina
de manera independiente de los niveles plasmaticos de calcio, lo que conduce a un

aumento de los niveles de PTH, que ejerce los efectos a nivel 6seos ya mencionados.
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Figura 16. Metabolismo de la vitamina D y participacion de las enzimas CYP450 (150).
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1.3.1.3. Disminucion de los niveles de estrégenos

En el osteoblasto, la vitamina D3z aumenta la expresion de aromatasa (CYP3A4), la
cual cataliza el paso de esteroides (19 carbonos) a estrégenos (18 carbonos); estos
ultimos ejercen una accion paracrina y autocrina en el hueso no sélo induciendo la
diferenciacion de los osteoblastos, sino también inhibiendo la osteoclastogénesis y
promoviendo la apoptosis de los osteoclastos. Los FAEs, al generar el déficit de
vitamina D, producen la reduccion en la expresion de la aromatasa conduciendo a un
estado de hipoestrogenismo a nivel local; este déficit estrogénico conduce a la pérdida
de proteccion contra moléculas antioxidantes y al aumento en la produccion local de IL-
7 en el hueso, lo cual desencadena eventos inflamatorios y el aumento de produccion de
radicales libres, los cuales en su conjuntos aumentan los niveles de TNF, producen la
liberacion de RANKL vy, por tanto, la induccion de la osteoclastogénesis (151). Tras un
hipoestrogenismo detectado, aumentan los niveles de hormona foliculo estimulante
(FSH), hecho que se relaciona con el aumento de la expresion de TNF, molécula con
una importante actividad osteoclastogenica. Ademas, la hipovitaminosis D se acomparfia
de un aumento de los niveles de globulinas fijadoras de hormonas sexuales (SHBG) que
resulta en la disminucion de los esteroides disponibles para la formacion de estrogenos,

y aumentan los procesos catabolicos de éstos, reduciendo igualmente sus niveles.

1.3.1.4. Aumento de los niveles de Homocisteina

Aunque hasta el momento no estén claros los mecanismos moleculares responsables,
parece haber una relacion positiva entre el tratamiento con VPA vy la disminucion
niveles de é&cido folico, esencial para el metabolismo de la homocisteina. La
hiperhomocisteinemia resultante da lugar a la alteracion de los procesos de
entrecruzamiento del colageno durante la mineralizacion ésea, favoreciendo por tanto la
osteoclastogénesis y la produccion de radicales libres a nivel local, que interfieren con
la DMO (152).

1.3.1.5. Déficit de vitamina K

Aunque la vitamina K es mas conocida por sus funciones en el proceso de
coagulacion, también tiene su importancia en el metabolismo 6seo. La vitamina K es

necesaria para el proceso de y-carboxilacion de la OC, hecho que permite el correcto
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funcionamiento de la misma y, por tanto, fundamental para el proceso de mineralizacion
Osea.

Parece ser que el tratamiento con FAEs interfiere en el metabolismo de la vitamina K
reduciendo los niveles de la forma activa de la vitamina, hecho que genera una pobre

mineralizacion de la matriz dsea que se expresa estructuralmente como osteomalacia
(149).
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Figura 17. Fisiopatologia de las alteraciones del metabolismo déseo por el
tratamiento con FAEs (150).

1.3.1.6. Efectos del acido valproico sobre el metabolismo 6seo

Mencion aparte se merece el VPA, un FAE ampliamente utilizado cuyo mecanismo
de accion es diferente al de CB, PHT o PB al no tener efecto inductor enzimatico, es
decir, no afecta a la via del CYP450. A pesar de todo, multitud de estudios han asociado
el tratamiento crénico con dicho farmaco con la alteracion del metabolismo 6seo,
conduciendo a una disminucion de la DMO y a un aumento del recambio 6seo (153) y

en Gltima instancia, a un aumento del riesgo de fracturas (154).
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A dia de hoy, el mecanismo responsable por el cual el tratamiento con VPA se
relaciona con la alteracion del metabolismo dseo no esta del todo claro, pero parece
explicarse por una parte por un funcionamiento inapropiado de los osteoblastos y por
otra por un aumento de la actividad osteoclastica.

Las histonas deacetilasas (HDACs) son un grupo de enzimas implicadas en la
eliminacion de los grupos acetilo de los residuos de lisina tanto de histonas como de
proteinas no histonas. Es de sobra conocido que el estado de acetilizacién de las
histonas determina la conformacion de la cromatina asi como el grado de transcripcion
genética de cierta region cromosomica. Es decir, la acetilacion de histonas juega un
papel muy importante en la regulacion de la expresion génica. Por otro lado, la funcién,
actividad y estabilidad de ciertas proteinas no histonas puede estar controlada por
modificaciones postraduccionales, de las cuales la fosforilacion es la mas conocida; sin
embargo, la acetilacion, aunque es un mecanismo menos estudiado, es de gran

importancia en este proceso de regulacion.

El VPA se engloba dentro de un grupo de compuestos denominados inhibidores de
HDACSs (HDIs), compuestos que pueden alterar el grado de acetilacion de determinadas
proteinas, histonas y no histénicas, y asi incrementar o reprimir su actividad. En este
contexto, el VPA parece regular la expresion de genes que promueven la diferenciacion
y maduracion de osteoblastos, de modo que el efecto negativo que éste tiene sobre el
hueso esté relacionado con su actividad de HDI (155). En esta linea se pueden
encuadrar también los hallazgos encontrados por Fuller et al. Por su funcion de HDI el
VPA también es usado frecuentemente en el tratamiento de pacientes con atrofia
muscular espinal (AME). Dichos autores observaron, mediante estudios de protedmica,
que en la linea celular con AME en tratamiento con VPA habia una reduccion llamativa
de la cantidad de colageno tipo I y VI en comparacion con la linea celular sin
tratamiento, lo cual sugiere que el VPA afecta a la sintesis de ambos. Ademas, la
osteonectina fue una de las proteinas que también se redujeron significativamente tras el
tratamiento. La osteonectina, glicoproteina segregada por los osteoblastos, es una de las
proteinas no colagenas mas importantes de la matriz ésea con un importante papel en el
proceso de mineralizacion (156). Todo esto hace pensar en un mal funcionamiento de
los osteoblastos, células responsables tanto de la sintesis de colageno tipo | como de la
osteonectina, responsables de las alteraciones dseas que ocurren en pacientes en

tratamiento cronico con VPA.
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Otra de las teorias acerca del posible mecanismo fisiopatologico del VPA sobre la
salud 6sea es la hipocarnitinemia que produce. EL VPA o acido 2-propil- pentanoico, es
un &cido graso ramificado que es metabolizado en su mayor parte (80%) en el higado
mediante glucoronizacion. EI 20% restante se elimina por excrecion libre a través de la
orina (3%) o a través de la B-oxidacion mitocondrial, la misma via que utilizan los
acidos grasos. Esto significa que el VPA utiliza la misma via de entrada a la
mitocondria que usan los acidos grasos, la L-carnitina, de modo que interfiere en el
proceso (157). Como la L-carnitina es un cofactor importante en la B-oxidacion
mitocondrial y tiene efectos beneficiosos sobre el hueso, el VPA puede ocasionar la
pérdida 6sea reduciendo los niveles séricos de L-carnitina (158).

Otra de las hipdtesis que se postula pueda explicar el efecto deletéreo del VPA sobre
el metabolismo 0seo es el aumento de la actividad osteoclastica promovida por éste.
Este efecto metabdlico se asocia a un estado de hiperparatiroidismo que desencadena
toda una serie de procesos metabolicos, entre ellos: 1) promueve la diferenciacion de
osteoclastos gracias al aumento de los niveles de RANKL sintetizadas por los
osteoblastos; 2) inhibe la traduccion del ARNm de la OPG con lo que disminuyen los
niveles de la misma. Ademas de esto, el tratamiento con VPA parece que promueve la
secrecion de IL-18, una IL con actividad antitumoral y proinflamatoria que estimula la
sintesis de RANKL de una forma dosis-dependiente, asi como la formacion de
osteoclastos gracias a un feed-back positivo con RANKL. En conjunto, todos estos
efectos causados por el tratamiento con VPA conducen a la disminucién de la DMO
(159)

1.3.1.7. Efecto de los FAE de segunda generacion sobre el metabolismo 6seo

Los FAE englobados bajo el término FAE de segunda generacion, incluidos
Lamotrigina (LTG), Oxcarbazepina (OXC), Topiramato (TPM) y Zonisamida (ZNS)
son farmacos que surgieron después de haber quedado demostrados los efectos
secundarios de los FAE clasicos, de modo que se intentd que presentaran un perfil
farmacoldgico mas seguro, mostrando menos interacciones medicamentosas y menos
efectos adversos. Sin embargo, con el tiempo se ha demostrado que el tratamiento a
largo plazo con la mayoria de ellos también se acompafia de efectos secundarios en

cuanto a la salud 6sea se refiere.
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El parecido estructural de algunos FAE como el TPM o la ZNS, con una fraccion de
los Inhibidores de la Anhidrasa Carbonica (IAC) explicaria que estos farmacos tengan
éste entre sus mecanismos de accion antiepiléptico. Sin embargo, al margen de su
acreditada accion anticonvulsivante, la inhibicion de la Anhidrasa carbonica (AC)
también puede tener otras consecuencias metabolicas, entre ellas, la génesis de una
situacion de acidosis metabdlica que puede manifestarse de forma aguda o cronica. Las
manifestaciones clinicas de la acidosis metabolica aguda incluyen hiperventilacion,
fatiga, anorexia, nauseas, delirio y dolor muscular y articular. La acidosis metabdlica
cronica tiene su expresion clinica fundamental en la afectacion del metabolismo 6seo,
siendo responsable de osteopenia y osteoporosis. Esto se debe a que dicha enzima esté
directamente implicada en los procesos de recambio éseo al aportar bicarbonato y
protones como metabolitos necesarios en el proceso de resorcion 0sea. Ademas, acelera
el catabolismo de las proteinas musculares, pudiendo producir atrofia muscular. Por
altimo, los mecanismos de excrecion acida renal son activados en respuesta a la acidosis
metabolica cronica, lo cual puede conducir a una situacion de insuficiencia renal en
pacientes con mala funcion renal previa asi como al desarrollo de nefrocalcinosis y
nefrolitiasis. Es importante destacar que el desarrollo de acidosis metabolica durante el
tratamiento con TPM o ZNS no es dosis dependiente. Diversos autores han podido
demostrar este efecto adverso al demostrar que pacientes en tratamiento con TPM de
méas de un afo muestran un aumento del recambio 6seo y unos menores niveles de
calcio plasmatico aunque sin poder llegar a conocer las consecuencias clinicas
(160,161).

Respecto al tratamiento con ZNS, farmaco con el mismo mecanismo de accion que el
TPM y por tanto, similares perfiles de efectos secundarios, si se ha llegado a demostrar
que existe una relacién con la pérdida de hueso que se explica por una resorcion

acelerada del mismo acompafiada de una inhibicidn de la sintesis 0sea (162).

En cuanto al efecto de la OXC sobre la salud 6sea se encuentran en la bibliografia
distintos estudios que muestran una disminucién de los niveles de vitamina D tras mas
de un afio de tratamiento (163) acompafiados en algunos casos de disminucion en la
DMO (164). Lo que si parece deducirse de los hallazgos encontrados hasta el momento
es que se produce un aumento de la tasa de recambio éseo (165) aunque no siempre
acompafiado de una menor DMO. Esto nos lleva a pensar que la OXC presenta unos

efectos similares a la CB en cuanto al metabolismo éseo se refiere, pudiendo explicarse
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esto porque la OXC presente un ligero efecto inductor enziméatico o porque ejerza un
efecto directo sobre la proliferacion de los osteoblastos.

Los pocos estudios publicados acerca del metabolismo 6seo en pacientes tratados con
LTG demuestran que este farmaco no se asocia a efectos adversos a este nivel cuando se
toma en monoterapia, tal y como demostraron Pack et al en un grupo de mujeres
adultas, sugiriendo por tanto que la LTG presentaba un perfil favorable a nivel del
metabolismo 6seo. No ocurre lo mismo cuando la LTG se emplea en politerapia
asociada a otros farmacos como el VPA, situacion que conlleva una menor formacién

de hueso y, por tanto, una menor DMO (166).

1.3.1.8. Efecto de los FAE de tercera generacion sobre el metabolismo 6seo

En los dltimos afios han llegado al mercado algunos FAEs denominados de tercera
generacion entre los que se incluyen Levetiracetam (LEV), Lacosamida (LCM) y
Acetato de eslicarbazepina (ESL), que a pesar de ser ampliamente utilizados por el

momento se tienen pocos datos acerca de su perfil de efectos secundarios.

De entre todos ellos el farmaco sobre el que se han centrado la mayor parte de
estudios es el LEV, demostrando en gran parte de ellos que no parece tener efectos
nocivos a nivel del metabolismo 6seo, al menos en pacientes en tratamiento durante un
afio (167,168). Otros autores que han estudiado el efecto del LEV en ratas, sin embargo,
si detectan una disminucion en los parametros de fuerza y tasa de formacién 6sea, como
la disminucion de los niveles de OC, pero que no se reflejan en una alteracion de la
masa 0sea (169,170). En contra de todos ellos ha sido publicado un estudio reciente en
el que Hakami et al muestran un efecto perjudicial del tratamiento con LEV sobre el
metabolismo 0seo, admitiendo que tanto el LEV como el tratamiento con otros
farmacos clasicos (CBZ o VPA) conducen a una disminucion de la DMO (171). Por
todo, es necesario un mayor numero de estudios que nos ayuden a comprender el

posible efecto del tratamiento a largo plazo con LEV.

En cuanto al efecto de LCM y ESL sobre la salud dsea todavia no han sido apenas
publicados estudios al respecto. Unicamente un estudio realizado en ratas
orquiectomizadas asumié un mayor riesgo de desarrollar alteraciones 6seas tras un
tratamiento con LCM acompafiado de una disminucién significativa de los niveles de

PINP, lo cual estaria reflejando una menor tasa de sintesis de hueso (172). Sin embargo,
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son necesarios mas estudios para confirmar estos hallazgos y poder compararlos con
otros FAE.

1.4. GENETICA DE LA OSTEOPOROSIS ASOCIADA A PACIENTES
EPILEPTICOS

Como ya hemos visto hasta ahora, los pacientes epilépticos tienen una mayor
probabilidad de sufrir osteopenia u osteoporosis, ya sea por los efectos de la propia
enfermedad que conlleva inestabilidad y predispone a caidas, o por los efectos del
tratamiento con FAE que suele ser a largo plazo e incluso crénico, cuyos efectos
secundarios conducen a una mayor pérdida de masa 6sea. Todo esto hace que los
pacientes en tratamiento con FAE tengan una probabilidad mayor al resto de poblacion
general de sufrir fracturas osteoporoticas. A todo esto se suma el fuerte componente
genético que, como ya hemos visto, presenta la osteoporosis por lo que siguiendo esta
direccion se ha abierto una nueva linea de investigacion que pretende estudiar la
asociacion de los polimorfismos relacionados con el metabolismo éseo con la mayor

predisposicion de pacientes en tratamiento con FAE de desarrollar osteoporosis.

De los polimorfismos descritos previamente hay pocos estudios realizados en
pacientes epilépticos, y casi todos realizados sobre el gen del VDR. En el afio 2011
Lambrinoudaki et al publicaron un estudio en el que estudiaban la asociacion entre el
metabolismo Gseo de pacientes epilépticos en tratamiento cronicos con FAE vy el
polimorfismo Bsml del gen VDR. Estos autores hallaron una asociacion entre la
presencia del alelo B del gen VDR, especialmente en homocigosis, y la disminucion de
la DMO a nivel lumbar en un grupo de 73 pacientes bajo tratamiento antiepiléptico,
acompafiados de niveles disminuidos de vitamina D (173). Unos afios mas tarde
Phabphal et al encontraron también asociacién entre la presencia de dicho
polimorfismo en un grupo de pacientes en tratamiento con PHE vy la disminucion de la
DMO expresada mediante el t y z-score tanto a nivel lumbar como femoral. Igualmente,
aquellos pacientes con el polimorfismo Bsml presentaban niveles inferiores de vitamina

D que los pacientes con genotipo salvaje (174).

Respecto al resto de polimorfismos asociados a osteoporosis en la poblacion general
no se ha descrito asociacién ninguna en pacientes en tratamiento antiepiléptico. Por eso,

diversos estudios son necesarios para determinar la posible asociacion entre ambos.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipotesis del estudio

La epilepsia es uno de los trastornos neurolégicos mas frecuentes en la poblacion que
afecta a personas de todos los grupos etarios, necesitando mas de un tercio de los
afectados tratamiento farmacoldgico de por vida. Diversos estudios epidemiolégicos
han demostrado que dichos pacientes presentan un riesgo aumentado de sufrir una
pérdida de masa Gsea acelerada que les conduce al desarrollo de la osteoporosis y, por
altimo, a un mayor riesgo de fracturas en comparacion con la poblacion general.
Multitud de factores pueden explicar esta mayor predisposicion, entre ellos la
inactividad fisica, el envejecimiento, la ingesta dietética inadecuada o insuficiente de
nutrientes fundamentales para el metabolismo 6seo como el calcio y/o la vitamina D, la
exposicion reducida al sol, etc... Sin embargo, en las tltimas décadas ha quedado
demostrado que no solo dichos factores influyen negativamente sobre la salud dsea de
estos pacientes, sino que también los propios FAE que se administran para evitar las
crisis epilépticas llevan asociados ciertos efectos adversos, alguno de los cuales puede

afectar a la salud Osea.

Con el tiempo, y con el objetivo ultimo de potenciar el efecto anticonvulsivo asi
como de minimizar los efectos adversos indeseados, han ido surgiendo una gran
variedad de FAE que actualmente estan disponibles en el mercado. Sin embargo, y a
pesar de los esfuerzos invertidos, no todos los nuevos FAE surgidos parecen estar
exentos de provocar reacciones desfavorables y siguen surgiendo estudios que asi lo
demuestran, relacionando el tratamiento con ciertos FAE con una disminucion de la

DMO y un mayor riesgo de fracturas.

Por otro lado, teniendo en cuenta el fuerte componente genético asociado a la
osteoporosis, seria de gran ayuda conocer la predisposicién genética de los pacientes
epilépticos de sufrir dicha patologia 6sea y poder identificar con antelacion aquellos que
de por si, presentan una mayor tendencia a la pérdida de masa 6sea en comparacion con

la poblacién general, que se estaria agravando con el tratamiento antiepiléptico recibido.

De este modo, conociendo la predisposicion genética al desarrollo de la osteoporosis
de cada paciente mediante el analisis de determinados polimorfismos relacionados con

el metabolismo 6seo, y basandose en pruebas objetivas que reflejan la salud ésea como
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la densitometria (gold standard) y la cuantificacion de los marcadores bioquimicos del
remodelado 6seo, el clinico podria identificar a aquellos pacientes con un mayor riesgo
de sufrir patologia 6sea y en ellos instaurar un tratamiento antirresortivo con el objetico
de evitar la fractura osteoporética y, por tanto, mejorar la calidad de vida y la morbi-
mortalidad del paciente epiléptico.

2.2. Objetivos

El objetivo general del estudio es evaluar el estado 6seo de los pacientes epilépticos
asi como la posible pérdida de masa Osea que puedan sufrir a lo largo del estudio,
teniendo en cuenta los polimorfismos 6seos estudiados. De esta manera se pretende dar
un paso mas en la medicina personalizada que tendra como beneficios la prevencion-
deteccidn temprana de la osteopenia/osteoporosis en dichos pacientes, la posibilidad de
seleccionar el tratamiento antirresortivo y dosificacion éptimos para cada paciente,
incrementar la adherencia terapéutica, disminuir los efectos adversos y como resultado,
incrementar la calidad de vida del paciente y reducir el gasto total de la atencion de la

salud. Para ello se establecen los siguientes objetivos especificos:

1. Analisis descriptivo de las caracteristicas demograficas y clinicas de una

poblacion de pacientes epilépticos de la Region de Murcia.

2. Determinar la frecuencia genotipica de los polimorfismos de los genes VDR,
ER, CTR y COL1AL1 en pacientes epilépticos y compararlas con las frecuencias
genotipicas encontradas en la poblacion general y/o en pacientes con otras

patologias.

3. Determinar la posible influencia del tratamiento a largo plazo con FAE sobre el
metabolismo fosfocalcico, metabolismo lipidico y la funcion renal de los

pacientes del estudio en funcion del genotipo presentado.

4. Evaluar el estado de la masa Osea al inicio del estudio asi como su evolucion a lo
largo del transcurso del mismo a través de la realizacion de una densitometria
Osea mediante DEXA, calcular el riesgo de fractura mediante el algoritmo
FRAX® y analizar la correlacion de los datos obtenidos con los valores de los
marcadores de remodelado 6seo y con la presencia/ausencia de los

polimorfismos estudiados.
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5. Establecer la combinacion mas adecuada de los marcadores de remodelado 6seo
y de los SNPs con las variables clinicas para el diagndstico y seguimiento de la

patologia Gsea en pacientes epilépticos.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. POBLACION DE ESTUDIO

Se ha llevado a cabo un estudio longitudinal prospectivo en el Hospital Clinico

Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia, en el que se han incluido 64 pacientes

con trastornos epilépticos. La seleccién de los participantes y su seguimiento se ha

realizado en la consulta de Neurologia del mismo hospital. Para ello se han establecido

una serie de criterios tanto de inclusion como de exclusion, que han permitido

seleccionar a los integrantes del grupo de estudio.

3.1.1.

3.1.2.

Criterios de inclusion

Pacientes diagnosticados de epilepsia genética, estructural o desconocida segun
la clasificacion de la ILAE. El diagnostico se realizo en base a criterios clinicos,
apoyados en datos encefalograficos y radioldgicos

Pacientes mayores de edad (>18 afios)

Firma voluntaria del consentimiento informado para participar en el estudio
Capacidad de seguir el estudio y entender sus procedimientos

Pacientes en tratamiento con FAE en monoterapia durante mas de 12 meses, y
sin cambios de dosificacion en el Ultimo mes. Los FAE incluidos en el estudio
son FAE clasicos como Fenitoina (PHT), CBZ (Carbamazepina) y Acido
valproico (VPA), y FAE de nueva generacion como Levetiracetam (LEV),

Lacosamida (LCM) o Acetato de eslicarbazepina (ESL)

Criterios de exclusion

Pacientes con antecedentes de tratamiento con farmacos que pueden alterar el
metabolismo éseo como: corticoides, bifosfonatos, diuréticos, benzodiazepinas,
anticoagulantes orales o calcitonina, y/o tratados con suplementos alimenticios
de calcio o vitamina D

Pacientes previamente diagnosticados de osteoporosis primaria

Pacientes con alteraciones endocrinas o metabdlicas que afectan al metabolismo

o6seo como enfermedad tiroidea, renal, sindromes de malabsorcion, etc...
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= Embarazo o lactancia

= Limitacion de la actividad fisica o la movilidad

= Consumo de drogas

= |ncapacidad o ausencia de voluntad para aceptar y firmar el consentimiento

informado

3.1.3. Grupo de estudio

Aplicando los criterios de inclusion y exclusion citados se han seleccionado un total
de 64 pacientes en dos periodos, de Noviembre de 2012 a Marzo de 2013, y de
Noviembre de 2013 a Abril de 2014, para asegurar de esta manera unas condiciones de
exposicion solar homogéneas en la visita inicial. De los 64 pacientes seleccionados, 42

son hombres y 22 mujeres.

3.2. RECOGIDA DE DATOS CLINICOS Y TOMA DE MUESTRAS

Una vez seleccionados los pacientes se programan dos visitas y una serie de

procedimientos a realizar en cada una de ellas, comunes a todos los participantes.

% 12 visita o situacion basal

- Recogida de una serie de variables demogréaficas y clinicas de cada paciente a
través de una exhaustiva entrevista personal y realizacion de historia clinica
completa (Anexo ).

- Toma de muestras para estudio de parametros bioguimicos, tanto basicos como
referentes a la salud 6sea y genotipado de polimorfismos relacionados con el
metabolismo dseo.

- Realizacion de una densitometria para valorar el estado 6seo y a partir de sus
datos realizar el célculo de riesgo de fractura con la herramienta informatica
FRAX®.

% 22 visita, a los seis meses

- Recogida de variables demogréaficas y clinicas mediante entrevista personal
(Anexo I).

- Toma de muestras para estudio de parametros bioquimicos.

- Realizacion de densitometria 6sea de control y célculo del riesgo de fractura
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mediante la herramienta informatica FRAX®.

3.2.1. Recogida de datos clinicos

Tanto en la visita basal como en la de control se recogen una serie de datos para la

realizacion de una historia clinica completa que se exponen a continuacion:

o Datos demogréficos, clinicos y antropométricos

Edad (afios) y sexo (hombre/mujer)

Talla (m) y Peso (kg)

Calculo del indice de Masa Corporal (IMC) segun la formula: IMC = peso
(kg)/talla? (m?) (kg/m?)

Tipo de piel clasificandola segun la escala de fototipos de Fitzpatrick

Tabla 4. Clasificacion de la piel segun los seis fototipos de Fitzpatrick.

FOTOTIPO Caracteristicas de la piel

I Piel blanca que SIEMPRE se quema y NO se broncea

1 Piel blanca que SIEMPRE se quema y se broncea minimamente

Piel blanca que se quema minimamente y se broncea gradualmente de

i
forma moderada

v Piel ligeramente morena que se quema minimamente y se broncea bien
\ Piel morena que dificilmente se quema y se broncea intensamente
VI Piel muy morena o negra que NUNCA se quema Yy se broncea

intensamente

o Antecedentes personales

Hipertension arterial (Tension Arterial Sistolica > 140 mmHg y/o Tension
Arterial Diastolica > 90mmHg. ): si/no

Diabetes Mellitus: si/no

Dislipemia: si/no

Tabaquismo activo: si/no. En caso afirmativo, anotar el nimero de cigarros/dia
Habito endlico activo: si/no. En caso afirmativo, anotar unidades de alcohol/dia.

Enfermedades endocrinas no incluidas en los criterios de exclusién: si/no

o Antecedentes familiares de osteoporosis: si/no/desconocido.
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o Historia de epilepsia
= Tiempo desde el diagndstico de epilepsia (afios)
= Etiologia: genética, estructural, desconocida (segun la ILAE)
= Tipo de crisis: generalizadas, focales, convulsiones bilaterales (segln la ILAE)
= Féarmaco antiepiléptico actual: PHT, CBZ, VPA, LEV, LCM, ESL.
= Dosis de FAE (mg)
= Duracidn del tratamiento actual (meses)
= Medicacion antiepiléptica anterior: si/no. En caso afirmativo anotar FAE
= Numero de crisis presentadas (para la 22 visita)

o Medicacion concomitante (no recogida entre los criterios de exclusidn): hormonas

antitiroideas, estatinas, antihipertensivos, otros)

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

o Actividad fisica realizada. Para su categorizacion se emplea la siguiente
clasificacion:

Tabla 5. Clasificacion de los pacientes en funcién de la cantidad de ejercicio realizado

Clasificacién | Tipo de ejercicio

| >1 h diaria o > 3h/dia durante 3 dias/semana

11 >2 h durante 3 dias/semana

1 1-6 h /semana

v Esporédico (no mas de 1h /semana)

Vv No realiza

o Realizacion de una encuesta nutricional en cada una de las visitas. Dicha encuesta,
a modo de formulario, es rellenada por el paciente y recoge los alimentos ingeridos
durante los tres dias previos a la visita. Posteriormente, los datos aportados se
integran en un programa online y son analizados por un nutricionista, obteniendo
como resultado una estimacion de la cantidad de calcio (mg) y vitamina D (ug)

ingeridas en la dieta por dia.
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3.2.2. Estudio densitométrico y riesgo de fractura

En los 7-10 dias posteriores a la visita, tanto basal como de control, se realiza una
densitometria ésea mediante DEXA en un densitometro Norland Excell Plus, intentando
emplearse el mismo aparato para cada paciente en las dos visitas para asi minimizar las

variaciones analiticas implicitas al mismo.

La densitometria se realiza a dos niveles: columna lumbar, con proyeccion
anteroposterior, y cuello femoral izquierdo (Figura 18), expresando la DMO de ambas
localizaciones en g/cm?. Se obtienen los siguientes parametros:

- DMO lumbar L2-L4 (g/cm?)
- DMO estandarizada (sSDMO) lumbar total (L2-L4) (mg/cm?)
- DMO cuello femoral izquierdo (g/cm?)

Asi mismo, se determinan tanto el T-score como el Z-score a ambos niveles,
comparando los datos obtenidos de cada paciente con las bases de datos proporcionadas

por el fabricante, expresando los resultados en DE.

Una vez obtenidos los datos de DMO se calcula el riesgo de fractura 6sea mediante

la herramienta informéatica del FRAX®, obteniéndose los siguientes parametros:

- Riesgo de fractura osteopordtica mayor a 10 afios (%) (MO: major osteoporotic)

- Riesgo de fractura de cadera a 10 afos (%) (HP: hip fracture)
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Columna cervical Y (f ;
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[ |
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Figura 18. Localizaciones del esqueleto estudiadas mediante densitometria por DEXA.(ADAM

education)
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3.2.3. Toma de muestras
Tanto en la primera como en la segunda visita se recogen las siguientes muestras:

- Muestra de sangre periférica en tubo seco de 10 ml sin anticoagulante, a partir de
la cual y tras la retraccion del coagulo, se extrae el suero mediante centrifugacion
a 3500 rpm/10 minutos. Esta muestra es empleada para el estudio de todos los
pardmetros bioquimicos, incluyendo los marcadores bioquimicos de remodelado
6seo y aquellas que no se procesen en el mismo momento serdn alicuotadas y

congeladas a -80°C evitando asi la posible degradacién de los marcadores.

- Muestra de orina de 24 horas recogida en frasco estéril, anotando el dato de la
diuresis (volumen de orina en 24h). Estas muestras se centrifugan a 1500 rpm
durante 5 minutos y aquellas que no sean procesadas en el momento, seran
alicuotadas y congeladas a -80°C hasta el momento de la determinacion de

marcadores bioquimicos de remodelado 6seo.

Ademas, en la primera visita se extrae una muestra de sangre total recogida en un
tubo de 5 ml con EDTA-K3 (acido etilendiaminotetraacético tripotasico) como
anticoagulante. La muestra se procesa el mismo dia de la recogida, y en caso contrario,
se mantiene a 4°C hasta su procesamiento, hasta un maximo de 7 dias. A partir de esta
muestra se extrae el acido desoxirribonucleico (ADN) para el posterior estudio de los

polimorfismos, el cual serd conservado a -20°C hasta su procesamiento.
Todas las muestras son recogidas y tratadas en las mismas condiciones:

1. Son recogidas entre las 8 y las 10 de la mafiana, tras un ayuno de 12 horas, para
intentar evitar asi la variacion circadiana propia de algunos marcadores

2. Son obtenidas mediante puncion venosa antecubital

3. En caso de no ser analizadas en el mismo momento de su recogida, seran
sometidas a un solo ciclo de congelacién-descongelacion previo a la
determinacion de los marcadores

4. Todas las técnicas empleadas son correctamente calibradas y controladas antes de
la descongelacion de los sueros con el objetivo de asegurar la calidad de los

resultados
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3.3. ESTUDIO BIOQUIMICO

A partir de la muestra de sangre se realiza un estudio bioquimico bésico, en el que se
incluyen pruebas de funcion renal (urea, creatinina) y hepatica (GOT, GPT, GGT,
ALP), metabolismo lipidico (triglicéridos, colesterol total, HDL y LDL) asi como
marcadores de funcion tiroidea (TSH y T4L) y otros pardmetros (glucosa, vitamina
B12, Acido fdlico u homocisteina). Ademas, se realizan determinaciones mas
especificas del metabolismo fosfo-célcico (calcio, fésforo, vitamina D y PTH) y
marcadores especificos de remodelado 6seo.

3.3.1. Parametros bioquimicos de la funcion renal

= Creatinina (suero)

= Urea (suero)

Creatinina en suero (Crea). Para su determinacidn cuantitativa se utiliza un método
espectrofotométrico realizado en un autoanalizador Cobas 8000 (Roche Diagnostics®),
basado en el método de Jaffé. En una solucion alcalina, la creatinina forma un complejo
amarillo-anaranjado con el picrato. La tasa de formacion de colorante es proporcional a
la concentracion de creatinina en la muestra. La prueba emplea la determinacion del
blanco para minimizar la interferencia por bilirrubina. Para corregir las reacciones
inespecificas por cromdgenos no-creatinina en suero y plasma, como las proteinas y

cetonas, los resultados para suero o plasma se corrigen en -0.3 mg/dl.

- Limite de deteccién: 0,17 mg/dl
- Intervalo de medicién: suero/plasma (0,17-24,9 mg/dl)
- Valores de referencia (poblacion adulta): suero/plasma: mujeres (0.50-
0.90 mg/dl), hombres (0.70-1.20 mg/dl).

Urea en suero. Se emplea un método enziméatico con ureasa Yy glutamato
deshidrogenasa (GLDH) realizado en un autoanalizador Cobas 8000 (Roche
Diagnostics®). La urea presente en la muestra es hidrolizada por la ureasa a amonio y
carbonato. En una segunda reaccion, el 2-oxoglutarato reacciona con amonio y la

coenzima NADH, en presencia de GLDH, para producir L-glutamato. En esta reaccion,
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por cada mol de urea hidrolizada se oxidan dos moles de NADH a NAD+. La velocidad
con que la concentracion de NADH disminuye es directamente proporcional a la
concentracion de urea en la muestra y se mide fotométricamente a una longitud de onda
(sub/princ) 700/340 nm.

- Limite de deteccion: suero/plasma (3,0 mg/dl)
- Intervalo de medicién: suero/plasma (3,0-240 mg/dl)
- Valores de referencia (poblacién adulta). suero/plasma (16,6-48,5 mg/dl)

3.3.2. Parametros bioquimicos de funcion hepatica

= Aspartato aminotransferasa (AST o GOT)
= Alanino aminotransferasa (ALT o GPT)
=  Gamma glutaMil transferasa (GGT)

» Fosfatasa alcalina (ALP)

Aspartato aminotransferasa (GOT). La GOT presente en la muestra cataliza la
transferencia de un grupo amino entre el L-aspartato y 2-oxoglutarato para obtener
oxaloacetato y L-glutamato. A continuacion, y en presencia de la malato deshidrogenasa
(MDH), el oxaloacetato reacciona con NADH para formar NAD+. La velocidad de
oxidacién de NADH es directamente proporcional a la actividad catalitica de la GOT.
Se determina midiendo la reduccion de la absorbancia. La prueba se realiza en

autoanalizador Cobas 8000 (Roche Diagnostics®).

GOT
L-Aspartato + 2-oxoglutarato —— Oxaloacetato + L-glutamato

MDH
Oxaloacetato + NADH +H" ——»  L-malato + NAD"

- Limite inferior de deteccion: 5 U/L

- Intervalo de medicion: 5-700 U/L

- Valores de referencia: Hombres hasta 40 U/L
Mujeres hasta 32 U/L
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Alanino aminotransferasa (ALT). Prueba realizada en un autoanalizador Cobas
8000 (Roche Diagnostics®) en la cual la ALT cataliza la reaccion entre la L-alanina y el
2-oxoglutarato. El piruvato formado es reducido por NADH en una reaccion catalizada
por la lactato deshidrogenasa (LDH) para formar L-lactato y NAD". La velocidad inicial
de oxidacion de NADH es directamente proporcional a la actividad catalitica de la ALT.
Se determina midiendo la reduccion de la absorbancia.

ALT
L-Alanina + 2-oxoglutarato ——— Piruvato + L-glutamato

LDH
Piruvato + NADH +H* ——»  L- lactato + NAD"

- Limite inferior de deteccién: 5 U/L

- Intervalo de medicién: 5-700 U/L

- Valores de referencia: Hombres hasta 41 U/L
Mujeres hasta 33 U/L

Gamma glutamil transferasa (GGT). Reaccion enzimatica realizada en un
autoanalizador Cobas 8000 (Roche Diagnostics®) en la que la y-glutamiltransferasa
transfiere el grupo vy-glutamil de la L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida a la
glicilglicina. La cantidad de 5-amino-2-nitrobenzoato liberada es proporcional a la
actividad de la GGT en la muestra. Se determina por fotometria midiendo el aumento de
la absorbancia.

GGT

v

L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida + glicilglicina
L-y-glutamil-glicilglicina + 5-amino-2-nitrobenzoato

- Limite inferior de deteccion: 3 U/L

- Intervalo de medicion: 3-1.200 U/L

- Valores de referencia: Hombres hasta 60 U/L
Mujeres hasta 40 U/L

Fosfatasa alcalina (ALP). Se emplea una prueba colorimétrica automatizada segin

un método estandarizado en un autoanalizados Cobas 8000 (Roche Diagnostics®). En
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presencia de iones de magnesio y de cinc, las fosfatasas desdoblan el p-nitrofenilfosfato
a fosfato y p-nitrofenol. El p-nitrofenol liberado es directamente proporcional a la
actividad catalitica de la ALP. Se determina midiendo el aumento de la absorbancia.

ALP
p-nitrofenilfosfato + H2O ———» fosfato + p-nitrofenol

- Limites inferiores de medicion: 5 U/L

- Intervalo de medicién: 5-1.200 U/L

- Valores de referencia: Hombres 40-130 U/L
Mujeres 35-105 U/L

3.3.3. Parametros bioquimicos del metabolismo lipidico

Trigliceridos (suero)

Colesterol (suero)
Colesterol HDL (cHDL) (suero)
Colesterol LDL (cLDL) (suero)

Triglicéridos en suero: Se utiliza un test enzimatico colorimétrico para la
determinacion cuantitativa de trigliceridos en suero en un autoanalizador Cobas 8000
(Roche Diagnostics®). Se basa en el trabajo de Wahlefeld empleando una lipasa
lipoproteica (LPL) obtenida de microrganismos para hidrolizar completa y rapidamente
triglicéridos a glicerol, con la oxidacion subsiguiente a dihidroxiacetonafosfato y
peréxido de hidrogeno (en estas reacciones intervienen las enzimas glicerolquinasa
(GK) vy glicerol fosfato oxidasa (GPO). EIl peréxido de hidrogeno formado reacciona
bajo la accién catalitica de la peroxidasa con la 4-aminofenazona y 4-clorofenol para
formar un colorante rojo en una reaccion de punto final. La intensidad cromatica del
colorante rojo formado es directamente proporcional a la concentracion de triglicéridos

y puede medirse fotométricamente a una longitud de onda (sub/princ) 700/505 nm.

LPL
Triglicéridos + 3 H,O —— > Glicerol + 3 RCOOH
GK + Mg*
Glicerol + ATP »  Glicerol-3-fosfato + ADP

GPO
Glicerol-3-fosfato + O, —— fosfato de dihidroxiacetona + H,0O,
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. Peroxidasa
H,0, + 4-aminofenazona + 4-clorofenol >

4-(p-benzoquinona monoimino)-fenazona + 2 H,O + HCI

- Limite de deteccion: 8,85 mg/dl
- Intervalo de medicién: 8,85-885 mg/dl
- Valores de referencia: < 200 mg/dl

Colesterol en suero. Prueba automatizada basada en un método enzimatico
colorimétrico realizada en un autoanalizador Cobas 8000 (Roche Diagnostics®).Los
ésteres de colesterol se desdoblan por la accién de la colesterol esterasa (CE) a
colesterol libre y acidos grasos. La colesterol oxidasa (CHOD) cataliza entonces la
oxidacion de colesterol a colest-4-en-3-ona y peréxido de hidrogeno. En presencia de
peroxidasa (POD), el peroxido de hidrégeno formado produce la union oxidativa del
fenol y la 4-aminofenazona (4-AAP) para formar un colorante rojo de quinona-imina.
La intensidad cromatica del colorante formado es directamente proporcional a la
concentracion de colesterol. Se determina midiendo el aumento de la absorbancia a una
longitud de onda (sub/princ) 700/505 nm.

, CE
Esteres de colesterol + H,0 » Colesterol + RCOOH
CHOD
Colesterol + O, » Colest-4-en-3-ona + H202
POD ) .
2 H,0, + 4-AAP + fenol » colorante de quinona-imina + 4H,0

- Limite de deteccién: 3,86 mg/dl
- Intervalo de medicién: 3,86-800 mg/dl

- Valores de referencia: < 200 mg/dl

Colesterol HDL (cHDL) en suero. Se emplea un test colorimétrico enzimatico
homogéneo en un autoanalizador Cobas 8000 (Roche Diagnostics®). En presencia de
iones de magnesio, el sulfato de dextrano forma complejos hidrosolubles,
selectivamente con LDL, VLDL y quilomicrones resistentes contra las enzimas

modificadas con polietilenglicol (PEG). La concentracion del cHDL se determina
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enzimaticamente mediante la accion de la CE y la CHOD acopladas con PEG a los
grupos aminicos (aproximadamente 40 %). La CE provoca el desdoblamiento de los
ésteres de colesterol a colesterol libre y &cidos grasos. En presencia de oxigeno, el
colesterol es oxidado por la colesterol oxidasa a A4-colestenona y peroxido de
hidrégeno. Bajo la accion catalitica de la POD, el peroxido de hidrogeno formado
reacciona con 4-aminoantipirina y N-(2-hidroxi-3-sulfopropilo)-3,5-dimetoxianilina
sodica (HSDA) para formar un colorante purpureo azul. La intensidad del colorante es
directamente proporcional a la concentracion de colesterol que se mide
fotométricamente a una longitud de onda (sub/princ) 700/600 nm.

CE-PEG
Esteres de colesterol HDL + H,O —————» colesterol HDL + RCOOH
CHOD
ColesterolHDL+ O, ———— 3 A4-colestenona + H,0»

POD
2 H,0, + 4-aminoantipirina + HSDA + H" + HLO ———»

pigmento azul-purpudreo + 5 H,0

- Limite de deteccién: 3 mg/dI
- Intervalo de medicién: 3-120 mg/dl
- Valores de referencia: Hombres >55 mg/dl

Mujeres >65 mg/dl

Colesterol LDL (cLDL). Es un parametro calculado que se obtiene al aplicar la
conocida formula de Friedewald, en la que debemos conocer los valores de colesterol
total y su fraccion cHDL, asi como el valor de los triglicéridos. Es por tanto un método

indirecto, pero sensible.
cLDL (mg/dl) = Colesterol total — cHDL — triglicéridos/5

Se ha estimado que el valor de triglicéridos/5 corresponde a la concentracion de
VLDL. Sin embargo, en individuos con valores de triglicéridos por encima de 400
mg/dl o que presentan una disbetalipoproteinemia, dicha formula no puede ser aplicada

ya que el valor de VLDL no corresponderia al valor de triglicéridos/5.

- Valores de referencia (adultos): 50-200 mg/dl
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3.3.4. Parametros bioquimicos de funcion tiroidea

= Tirotropina (TSH) (suero)
= Tirotoxina libre (T4L) (suero)

Tirotropina en suero (TSH). Se utiliza un inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia (ECLIA) que se lleva a cabo en un inmunoanalizador
Cobas E602 (Roche Diagnostics®). Es una técnica tipo sandwich con tres fases: 1)
Incubacion de 50 pl de muestra con un anticuerpo monoclonal biotinilado anti-TSH y
un anticuerpo monoclonal especifico anti-TSH marcado con quelato de rutenio; las tres
moléculas forman un complejo sandwich. 2) Incorporacion de microparticulas
recubiertas de estreptavidina, de manera que el complejo formado se fija a la fase solida
por interaccion entre la biotina y la estreptavidina. 3) La mezcla de reaccion es
trasladada a la célula de lectura donde, por magnetismo, las microparticulas se fijan a la
superficie del electrodo. Los elementos no fijados se eliminan posteriormente mediante
la adicion de un detergente. Al aplicar una corriente eléctrica definida se produce una
reaccion quimioluminiscente cuya emision de luz se mide con un fotomultiplicador. Los
resultados se obtienen mediante una curva de calibracion generada por el sistema a
partir de una calibracidn a 2 puntos y una curva master incluida en el codigo de barras

del reactivo.

- Limite de deteccién: 0,005 pUI/ml
- Intervalo de medicién: 0,005-100 pUI/ml
- Valores de referencia: 0,270-4,20 pUI/ml

Tirotoxina libre en suero (T4L). Se aplica un inmunoensayo ECLIA realizado en
un inmunoanalizador Cobas E602 (Roche Diagnostics®). Es un método competitivo en
el cual se incuban 15 pL de muestra con un anticuerpo especifico anti-T4 marcado con
quelato de rutenio. A continuacion se afiaden T4 marcada con biotina y microparticulas
recubiertas de estreptavidina de modo que los puntos de fijacion aun libres del
anticuerpo marcado se ocupan formando un complejo anticuerpo-hapteno. EI complejo
total se fija a la fase sélida por la interaccidn entre la biotina y la estreptavidina. La
mezcla de reaccion es trasladada a la célula de lectura donde, por magnetismo, las

microparticulas se fijan a la superficie del electrodo. Los elementos no fijados se
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eliminan posteriormente afiadiendo un detergente. Al aplicar una corriente eléctrica
definida se produce una reaccién quimioluminiscente cuya emision de luz se mide con
un fotomultiplicador. Los resultados se obtienen mediante una curva de calibracion
generada por el sistema a partir de una calibracién a 2 puntos y una curva master

incluida en el codigo de barras del reactivo.

- Limite de deteccion: 0,023 ng/dl
- Intervalo de medicion: 0,023-7.77 ng/dI
- Valores de referencia en eutiroideos: 0,93-1,7 ng/dl

3.3.5. Otros parametros bioquimicos

=  Glucosa (suero)

= Proteinas totales (suero)
= Vitamina B12 (suero)

= Acido félico (suero)

= Homocisteina (suero)

Glucosa en suero. Se determina utilizando un método enzimatico automatizado en el
analizador Cobas 8000 (Roche Diagnostics®). El test emplea la hexoquinasa (HK),
enzima que cataliza la fosforilacion de la glucosa a glucosa-6-fosfato por ATP. En una
segunda reaccién la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) oxida la glucosa-6-
fosfato en presencia de NADP a gluconato-6-fosfato. La velocidad de formacion de
NADPH durante la reaccion, es directamente proporcional a la concentracion de
glucosa y se determina fotométricamente a una longitud de onda (sub/princ) 700/340

nm.
HK

Glucosa + ATP — » G-6-P + ADP

G6PDH
G-6-P + NADP" ——— gluconato-6-P + NADPH + H*

- Limite de deteccién: 2 mg/dI
- Intervalo de medicién: 2-750 mg/dl

- Valores de referencia: 74-106 mg/dl
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Proteinas totales en suero. Se determinan mediante un test colorimétrico que se
realiza en el autoanalizados Cobas 8000 (Roche Diagnostics®). En solucion alcalina, el
cobre bivalente reacciona con el enlace peptidico de las proteinas formando el
caracteristico complejo biuret purpureo. Con tartrato sodico-potésico se impide la
precipitacion de hidréxido de cobre y con yoduro potésico se inhibe la autoreduccion
del cobre. La intensidad cromatica es directamente proporcional a la concentracién de

proteina y puede medirse fotométricamente.

Solucion alcalina
Proteina + Cu®* » complejo Cu-proteina

Vitamina B12. El test para la determinacion de vitamina B12 se basa en el principio
de competicion y emplea el factor intrinseco especifico de la vitamina B12. La vitamina
B12 de la muestra compite con la vitamina B12 afiadida marcada con biotina por los
puntos de fijacion del complejo del factor intrinsico marcado con rutenio. La técnica se
realiza en un Cobas E602 (Roche Diagnostics®) y tiene lugar en diferentes fases: en el
primer paso se incuban 15 pl de muestra con los reactivos de pretratamiento para la
vitamina B12 (detergentes), de modo que se libera la vitamina B12 fijada. A
continuacion, se incuba la muestra pretratada con la proteina de fijacion del factor
intrinseco marcada con rutenio, de manera que se forma un complejo entre la vitamina
B12 y la proteina de fijacion, cuya cantidad depende de la concentracion de analito de la
muestra. En el tercer paso, al afiadir microparticulas recubiertas de estreptavidina y
vitamina B12 marcada con biotina, se ocupan los puntos de fijacién aun vacantes del
factor intrinsico marcado con rutenio formando un complejo biotinilado de factor
intrinsico marcado con rutenio y vitamina B12. El complejo total se fija a la fase solida
por la interaccién entre la biotina y la estreptavidina. Finalmente, la mezcla de reaccion
es trasladada a la célula de lectura donde, por magnetismo, las microparticulas se fijan a
la superficie del electrodo. Los elementos no fijados se eliminan posteriormente
mediante la adicion de un detergente. Al aplicar una corriente eléctrica definida se
produce una reaccion quimioluminiscente cuya emision de luz se mide directamente con
un fotomultiplicador. Los resultados se obtienen mediante una curva de calibracion
generada por el sistema a partir de una calibracion a 2 puntos y una curva master

incluida en el cédigo de barras del reactivo.

- Limites de deteccion: 30 pg/ml
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- Intervalo de medicion: 30-2000 pg/mL
- Valores de referencia: 191-663 pg/ml

Acido félico en suero. Al igual que la vitamina B12 la determinacion de écido folico
en suero se basa en un ensayo competitivo que se realiza en un Cobas E602 (Roche
Diagnostics®). El test utiliza proteinas fijadoras naturales especificas del folato de modo
que el folato de la muestra compite con el folato biotinilado afadido por ocupar los
puntos de fijacion de la proteina fijadora especifica del folato marcada con rutenio. La
reaccion tiene lugar en diferentes etapas: 1) la muestra (25 ul) se incuban con los
reactivos de pretratamiento de folato para liberar el folato de las proteinas de fijacion; 2)
Incubacion de la muestra pretratada con la proteina de fijacion del folato marcada con
rutenio de manera que se forma un complejo de folato, cuya cantidad depende de la
concentracion de analito en la muestra; 3) Tras afiadir microparticulas recubiertas de
estreptavidina y folato biotinilado se ocupan los puntos de fijacion aun libres de la
proteina de fijacion del folato marcada con rutenio formandose un complejo de folato
marcado con rutenio y biotina. EI complejo total se fija a la fase sélida por la
interaccion entre la biotina y la estreptavidina; 4) La mezcla de reaccion es trasladada a
la célula de lectura donde, por magnetismo, las microparticulas se fijan a la superficie
del electrodo. Los elementos no fijados se eliminan posteriormente con un detergente.
Al aplicar una corriente eléctrica definida se produce una reaccion quimioluminiscente
cuya emision de luz se mide directamente con un fotomultiplicador. Los resultados se
obtienen mediante una curva de calibracion generada por el sistema a partir de una

calibracion a 2 puntos y una curva master incluida en el codigo de barras del reactivo.

- Limite de deteccién: 0,640 ng/mL

- Intervalo de medicién: 0,640-20,0 ng/mL

- Valores de referencia: Hombres 4,6-18,7 ng/ml
Mujeres 5,3-19,3 ng/ml

Homocisteina. La homocisteina de la muestra es reducida a homocisteina libre vy,
posteriormente, transformada a S-adenosil-homocisteina (SAH). La S-adenosil-cisteina
(SAC) conjugada afiadida al comienzo de la reaccion, compite con la SAH de la
muestra en la unién a los anticuerpos Anti-SAH unidos a particulas de poliestireno. En

presencia de SAH o no hay agregacion o s6lo hay una agregacion muy débil de
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particulas. En ausencia de SAH tiene lugar la agregacion de las particulas de
poliestireno por medio de la SAC conjugada. Cuanto méas alto es la concentracion de
SAH en la mezcla de reaccion, mas pequefia va a ser la sefial de la luz dispersada. El
ensayo se realiza en un Nefelometro BN ProSpec System (Siemens Healthineers®).

- Limite de deteccion: 2 pmol/L

- Intervalo de medicion: 2-64 umol/L

- Valores de referencia: hasta los 60 afos: 5-15 pmol/L
Mayores de 60 afios: 5-20 pmol/L

3.3.6. Parametros bioquimicos del metabolismo fosfo-célcico

= Calcio (suero y orina)

= Fosforo (suero y orina)

=  PTH (suero)

= 25-OH vitamina D (suero)

Calcio en suero y en orina. La cuantificacion de calcio, tanto en suero como en
orina, se realiza en un autoanalizador Cobas 8000 (Roche Diagnostics®), empleando un
método espectrofotométrico. En condiciones alcalinas, los iones de calcio reaccionan
con la o-cresolftaleina complexona (0-CPC) formando un complejo de color violeta. La
adicién de 8-hidroxiquinolina previene interferencias debido al magnesio y al hierro. La
intensidad cromatica del complejo formado es directamente proporcional a la
concentracion de calcio y se mide por fotometria a una longitud de onda (sub/princ)

376/340 nm.

Solucion alcalina
Ca’* +0-CPC » complejo calcio-0-PC

- Limite de deteccién: 0,4 mg/dl (suero); 0,6 mg/dl (orina)
- Intervalo de medicién: 0,4-20,0 mg/dl (suero); 0,6-30 mg/dl (orina)
- Valores de referencia (adultos): 8.6-10.2 mg/dl (suero); 6,8-21,3 mg/dl

(orina)
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Fosforo en suero y orina. Para la cuantificacion de fosforo se emplea un método
espectrofotométrico realizado en un autoanalizador Cobas 8000 (Roche Diagnostics®).
En presencia de &cido sulfarico, el fésforo inorganico forma un complejo de
fosfomolibdato de amonio con el molibdato de amonio que se expresa con la férmula
(NH4)3[PO4(M003)12]. La concentracion del fosfomolibdato formado es directamente
proporcional a la concentracion de fosfato inorganico y se mide fotométricamente a una
longitud de onda (sub/princ) 700/340 nm.

H,SO,
Fosfato + molibdato amonico » fosfomolibdato de amonio

- Limite de deteccion: 0,31 mg/dl (suero); 3,4 mg/dl (orina)
- Intervalo de medicién: 0,31-20,0 mg/dl) y orina (3,4-285 mg/dl)
- Valores de referencia (adultos): 2,5-4,5 mg/dl (suero); 40-136 mg/dl (orina)

250H vitamina D en suero. Se cuantifica mediante un inmunoensayo ECLIA (kit
de Diasorin®) realizado en un autoanalizador Liaison®. En el test un anticuerpo
especifico para la vitamina D recubre las particulas magnéticas (fase sdlida) y la
vitamina D es conjugada con un derivado de isoluminol. Durante la fase de incubacion,
la 250H-vitamina D de la muestra compite por los sitios de union del anticuerpo con la
vitamina D marcada y tras esta fase de incubacion, el material no unido se elimina
mediante un ciclo de lavado. A continuacion, mediante la adicion de los reactivos
Starter, comienza una reaccion de quimioluminiscencia instantanea. La sefial luminosa,
que un fotomultiplicador mide en unidades relativas de luz (RLU), es inversamente

proporcional a la concentracion de 25-OH-D presente en la muestra.

- Limite de deteccidn: 4,0 ng/ml

- Intervalo de medicién: 4,0 - 150 ng/ml

- Valores de referencia (adultos): Deficiencia: 0-10 ng/ml
Insuficiencia: 10-30 ng/ml
Suficiencia: 30-100 ng/m
Toxicidad >100 ng/ml

Hormona paratiroidea en suero (PTH). La cuantificacion de la PTH en suero se
lleva a cabo en un autoanalizador de Liaison® utilizando un test de Diasorin® que

emplea la técnica de radioinmunoensayo (RIA). En el test se utiliza un anticuerpo
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vacuno contra la secuencia 65-84 de la PTH humana y un trazador que aumenta la
sensibilidad de la técnica. La muestra y el primer anticuerpo se incuban durante 16-24
horas (opcion A) o 4 horas (opcion B) a 2-8°C. Después se agrega el trazador, seguido
de una segunda incubacion durante 16-24 horas a 2-8°C. La separacion se logra
mediante el uso de un anticuerpo doble pre-precipitado que se acelera con una solucion
de polietilenglicol. Este anticuerpo se afiade como un solo reactivo con una incubacion
posterior de dos horas. El célculo de resultados se realiza a través de una curva de
calibracion que relaciona el grado de uniéon con las concentraciones logaritmicas

indicadas en los calibradores empleados.

- Limite de deteccion: 0,1 pg/ml
- Rango de referencia (adultos): 15-65 pg/ml

3.3.7. Parametros bioquimicos de remodelado ¢seo

3.3.7.1. Parametros de formacion

= Fosfatasa alcalina 6sea (suero)
= Osteocalcina (OC) (suero)

= Propeptido Amino-terminal del procolageno tipo | (P1LNP) (suero)

Fosfatasa alcalina dsea (ALPo). Para la cuantificacion de la ALPo se utiliza el
ensayo Liaison® BAP OSTASE® de Diasorin que consiste en un inmunoensayo por
quimioluminiscencia de tipo sandwich que emplea dos anticuerpos monoclonales de
raton purificados para capturar y detectar la ALPo. La muestra se incuba con particulas
paramagnéticas recubiertas con un anticuerpo monoclonal anti-ALPo y tras ésto se
afilade un segundo anticuerpomonoclonal conjugado con isoluminol, dejando incubar |
mezcla brevemente. Tras la incubacion se realiza un lavado para eliminar el material
libre y se afladen unos reactivos iniciadores que hacen que comience la reaccion
quimioluminiscente. La sefial luminosa se mide en unidades luminicas relativas (RLU)
en un fotomultiplicador, la cual serd proporcional a la concentracion de ALPo presente

en la muestra.

- Limite de deteccién: 1,5 g/l
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- Intervalo de medicion: 1,5 - 120 ug/l
- Valores de referencia: 5,5 — 24,6 pg/l

Osteocalcina en suero (OC). Para su cuantificacion se emplea un inmunoensayo
ECLIA que se lleva a cabo en el autoanalizados Cobas411 (Roche Diagnostics®) y que
emplea anticuerpos monoclonales dirigidos especificamente contra los epitopos del
fragmento N-MID vy del fragmento N-terminal de la molécula de OC. El fragmento N-
MID de la OC es el fragmento N-terminal de la molécula que comprende los
aminodcidos 1-43, fragmento mucho mas estable que el fragmento C-terminal
(aminoéacidos 43-49) e incluso que la OC intacta (aminoacidos 1-49). Como hemos
dicho, el test empleado para la cuantificacion de la OC en suero usa anticuerpos
dirigidos contra el fragmento N-MID asegurédndonos de esta manera la deteccion del
fragmento estable de la OC como la OC intacta. El ensayo es un ensayo tipo sdndwich
en el que la muestra es incubada primeramente con un anticuerpo monoclonal
biotinilado especifico contra la OC N-MID y un anticuerpo monoclonal especifico anti
N-MID marcado con quelato de rutenio, dando lugar a un complejo sandwich. A
continuacion se incorporan particulas magnéticas recubiertas de estreptavidina de modo
que el complejo formado se fija a la fase sdlida por interaccion entre la biotina y la
estreptavidina. La mezcla de reaccidn es trasladada a la célula de lectura donde, por
magnetismo, las microparticulas se fijan a la superficie del electrodo y los elementos no
fijados se eliminan tras la adicion de un detergente. Al aplicar una corriente eléctrica
definida se produce una reaccion quimioluminiscente cuya emision de luz se mide con

un fotomultiplicador.

- Limite de deteccion: < 0,500 ng/ml
- Intervalo de medicién: 0,500-300 ng/mi
- Valores de referencia:
» Hombres: 18-29 afios: 24-70 ng/ml
51-70 afios: 14-42 ng/mi
70 afos: 14-46 ng/ml
» Mujeres: Premenopausia (>20 afios) 11-43 ng/ml
Postmenopausia: 15-46 ng/ml

Pacientes con osteoporosis: 13-48 ng/ml
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Propéptido aminoterminal del procoldgeno tipo | en suero (PINP). La
determinacion cuantitativa del PINP en suero se realiza mediante un inmunoensayo de
ECLIA en un autoanalizador Cobas E411 (Roche Diagnostics®). El test Elecsys PINP
detecta tanto la estructura trimérica como la monomérica, por lo tanto se considera un
analisis del PAINP total. EI test utiliza una técnica tipo sandwich en la que, durante una
primera etapa, se incuba la muestra con un anticuerpo biotinilado monoclonal especifico
anti-PINP. A continucacion se afiaden microparticulas marcadas con estreptavidina y
un anticuerpo monoclonal anti-PINP marcado con quelato de rutenio dando lugar a la
formacion de un complejo tipo sandwich que se fija a la fase sélida por interaccion entre
la biotina y la estreptavidina. La mezcla de reaccion es trasladada entonces a la célula de
lectura donde, por magnetismo, las microparticulas se fijan a la superficie del electrodo
y los elementos no fijados se eliminan tras la adicion de un detergente. Al aplicar una
corriente eléctrica definida se produce una reaccion quimioluminiscente cuya emision
de luz se mide con un fotomultiplicador. Los resultados se obtienen mediante una curva
de calibracion generada por el sistema a partir de una calibracion a 2 puntos y una curva

master.

- Limite de deteccion: 5ng/mi
- Intervalo de medicién: 5-1200 ng/ml
- Valores de referencia: Hombres: 11,4 - 80,6 ng/ml
Mujeres premonopausicas: 4,5 - 55,7 ng/ml

Mujeres postmenopausicas: 19,6 - 61,2 ng/ml

3.3.7.2. Parametros de resorcién

= Beta-CrossLaps (B-CTX) (suero)
= Telopéptido N-terminal del colageno tipo | (NTX) (suero)

Beta-CrossLaps (B-CTX). Determinacion cuantitativa de la concentracion de Beta-
CrossLaps mediante un inmunoensayo de ECLIA en un autoanalizador Cobas E411
(Roche Diagnostics®). Es una técnica tipo sandwich en la que la especificidad del test
estd garantizada por la utilizacion de dos anticuerpos monoclonales que reconocen los
octapéptidos lineares B-8AA (EKAHD-B-GGR). El test Elecsys B-CrossLaps/serum

cuantifica asi todos los fragmentos de la degradacion del colageno de tipo | que
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contienen el octapéptido B-8AA isomerizado (B-CTX) por partida doble. La técnica
conlleva diferentes fases: 1) Incubacion de la muestra con un anticuerpo monoclonal
anti B-CrossLaps biotinilado, liberandose de los componentes séricos el antigeno de la
muestra. 2) Adicion de un anticuerpo especifico monoclonal anti B-CrossLaps marcado
con quelato de rutenio, dando lugar a la formacion de un complejo sandwich que, con
ayuda de microparticulas recubiertas de estreptavidina, se fija a la fase sélida por la
interaccion de la biotina y la estreptavidina. 3) La mezcla de reaccidn es trasladada a la
célula de lectura donde, por magnetismo, las microparticulas se fijan a la superficie del
electrodo y los elementos no fijados se eliminan posteriormente con un detergente. Al
aplicar una corriente eléctrica definida se produce una reaccion quimioluminiscente
cuya emision de luz se mide directamente con un fotomultiplicador. Los resultados se
obtienen mediante una curva de calibracion generada por el sistema a partir de una

calibracion a 2 puntos y una curva master.

- Limite de deteccion: 0,01 ng/ml
- Intervalo de medicién: 0,010-6,00 ng/ml
- Valores de referencia: Hombres: 0-0.30 ng/ml
Mujeres premenopausicas (>20 afios): 0 - 0,30 ng/ml

Mujeres postmenopausicas: 0 - 0,56 ng/ml

Telopéptido N-terminal del colageno tipo I (NTX) en suero. Se cuantifica utilizando
un kit de Osteomark® de Alere® en un autoanalizador DS2 (Dynex Technologies®).
Osteomark® es un ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas de inhibicion
competitivas que utiliza micropocillos como fase sélida, en la cual se ha adsorbido
NTX. EI NTX de la muestra compite con el NTX de la fase solida por los sitios de
unién a un anticuerpo monoclonal anti-NTX marcado con peroxidasa de rabano. Tras
un ciclo de lavado, la cantidad de anticuerpo marcado unido se cuantifica
colorimétricamente afadiendo sustrato de la peroxidasa. Por tanto, la cantidad de
anticuerpos ligados a la fase sélida es inversamente proporcional a la cantidad de NTX
en la muestra. La cuantificacion de la concentracion de NTX de la muestra se determina
espectrofotométricamente (450nm) y se calcula en base a una curva de calibracion
estandar. Los valores se expresan como nanomoles equivalentes de colageno éseo por
litro (nM BCE).
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- Limite de deteccion: 3,2 nM BCE

- Intervalo de medicién: 3,2 — 40,0 nM BCE

- Valores de referencia: Hombres: 5,4 — 24,2 nM BCE
Mujeres: 6,2 — 19,0 nM BCE

3.4. ESTUDIO GENETICO DE POLIMORFISMOS

Para el diagndstico in vitro de los polimorfismos relacionados con el metabolismo
6seo se emplea 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 para cada gen. Este método
tiene como ventajas una alta sensibilidad, que permite la deteccion del polimorfismo a
partir de cantidades minimas de material gendmico humano, y una alta especificidad, ya
que utiliza una secuencia correspondiente a una region genomica determinada y sondas

de captura especificas para cada uno de los genes implicados.

El estudio se lleva a cabo mediante la amplificacion simultanea de 5 regiones del
genoma, cada una de ellas de 150-250 pares de bases (pb), que contienen los 6 SNPs de
interés. La deteccion del producto amplificado por PCR se lleva 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 de cada SNP conlleva un minimo de tres sondas que detectaran la

presencia de dos variantes posibles, y una zona comun del gen.

Array sintetizado

Matriz de datos

Array impreso

Figura 19. Esquema de la plataforma AT. El microarray tiene unas dimensiones de 3x3 mm
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La posible interferencia en los resultados por la aparicién de falsos negativos se

elimina debido a que el kit detecta la presencia de cada una de las cinco regiones

amplificadas mediante una sonda especifica, situada en una zona diferente a la que

contiene el SNP, de manera que la presencia de dicha zona concreta sirve de control de

la reaccion de amplificacion y de control de calidad de la muestra.

El flujo de trabajo para el estudio de los polimorfismos conlleva cinco etapas

sucesivas: extraccion y purificacion del ADN gendmico, amplificacion del ADN

mediante PCR, hibridacion de los productos amplificados, lectura del array en el lector

de tubos AT e interpretacion de los resultados mediante un software especifico. Los

polimorfismos que mediante esta técnica se van a estudiar son los siguientes:

Gen del Colageno tipo 1 (COL1A1): SNP COL1A1-SPI: Genotipos SS, Ss, ss.
Gen del receptor de vitamina D (VDR): SNP VDR-Bsml: Genotipos BB, Bb, bb.
Gen del receptor de vitamina D (VDR): SNP VDR-Fokl: Genotipos FF, Ff, ff
Gen del receptor de calcitonina (CTR): SNP CTR-Alul: Genotipos AA, Aa, aa
Gen del receptor de estrégenos (ER): SNP ESR1-Pvull: Genotipos PP, Pp, pp
Gen del receptor de estrégenos (ER): SNP ESR1-Xbal: Genotipos XX, XX, XX.

3.4.1. Extraccion y purificacion del ADN

Para la extraccion de ADN se parte del tubo de sangre total con EDTA-K3 extraido

durante la primera visita y se emplea el kit comercial Blood DNA Purification Kit para

Maxwell® 16 Clinical Instrument de Promega®. Los pasos seguidos durante el proceso

son los siguientes:

1
2
3.
4

Lisis de la muestra (400ul) en presencia de un agente caotropico y detergente
Unidn de los acidos nucleicos a particulas de silice magnetizadas
Lavado de las particulas separandolas del resto de componentes celulares

Recogida de los acidos nucleicos en un tampoén de elucion

Una vez extraido el ADN se determina su concentracion y pureza mediante

espectrofotometria. La concentracion del ADN purificado debe medirse por absorbancia

a 260 nm (Azs0) Y la pureza confirmase midiendo la proporcion entre la absorbancia a

260 y 280 nm (Azeo/Azs0), empleando en ambos casos el equipo de Thermo Scientific,
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Nanodrop 1000.

= Ago: 0,1-0,5 Indica una buena reproducibilidad
= Agsonso: 1,7-2,0 refleja que no hay contaminacion con proteinas

La concentracion minima recomendada de obtencion de ADN tras la extraccion y
purificacion es de 40 ng/ul. Del volumen total obtenido se emplean 5ul para la el
proceso de amplificacién y el resto se almacenan a -20°C hasta el momento de su

analisis.

3.4.2. Amplificacion del ADN

Se lleva a cabo mediante la técnica de Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
para lo cual se emplean tubos de reaccidn que ya incluyen todos los elementos
necesarios: primers o cebadores especificos, cloruro magnésico (MgCl,), una mezcla de
los cuatro desoxirribonucleotidos-trifosfato (dNTPs), buffer o tampén y ADN
polimerasa. Se afiaden 5ul del ADN amplificado (se recomienda que haya una
concentracion total aproximada de 200 ng) y tras resuspender bien la mezcla se
introducen los tubos en el termociclador, el cual ya tendra configurado el programa

adecuado, con las temperaturas y tiempos de cada ciclo (Tabla 6).

Tabla 6. Programa especifico del termociclador para la amplificacion del ADN.

Desnaturalizacion Procesado Enfriamiento
N° de ciclos 1 40 1
Temperatura (°C) 95 95 55 72 60
Tiempo (hh:mm:ss) 0:12:00 00:00:30 00:00:40 00:01:00 00:30:00

Una caracteristica de este proceso es que durante el mismo los productos
amplificados se marcan con biotina, aspecto importante en el procesamiento posterior
de las muestras. Una vez terminada la amplificacion, las muestras se guardan a -20°C

hasta el momento en que vayan a ser procesadas.
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3.4.3. Hibridacion y visualizacion del ADN

Se basa en la precipitacion de un producto insoluble en aquellas zonas del tubo AT
en las que se produce la captura especifica del producto amplificado. El proceso
consiste en lo siguiente (figura 20):

= Tras la amplificacion, los fragmentos de ADN marcados con biotina hibridan con
sus respectivas sondas especificas inmovilizadas en zonas concretas y conocidas
del array.

= A continuacién, se incuba con un conjugado de estreptavidina-peroxidasa, de
manera que dicho conjugado se une a través de la estreptavidina a la biotina
presente en los productos amplificados, que a su vez se encuentran unidos a las
sondas especificas.

= En presencia del sustrato o-Dianisidina, la actividad peroxidasa del conjugado
provoca la formacion de un producto insoluble que aparece, Unicamente, en las

zonas del array en las que ha tenido lugar la hibridacion.

Uno de los inconvenientes de la deteccion por amplificacion gendmica son los falsos
negativos debidos, bien a una calidad inadecuada del ADN de la muestra (por haber
obtenido una cantidad insuficiente o por producirse la degradacion del ADN debida a
una inadecuada conservacion), o bien a la presencia de inhibidores de la ADN
polimerasa en las muestras, como la hemoglobina. Con el kit empleado (CLART®
MetaBone) se eliminan 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.

108



Material y métodos
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Figura 20. Esquema del proceso de hibridacion y visualizacion.

3.4.4. Lectura de los resultados

El procesamiento de los resultados obtenidos a partir de cada uno de los arrays se
realiza de forma automatica en un lector de tubos AT (Clondiag Chip Tecnologies

GmbH), y la interpretacion de los mismos se lleva a cabo a través de un Software

especifico para CLART® MetaBone (Tabla 7).
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Tabla 7. Datos ofrecidos por el lector de tubos AT

Gen/SNP Resultado Controles
Receptor Vitamina D Conforme/No
VDR-Bsml SleiiclniEle conforme
Receptor de
estrogenos PP/pp/Pp Cc():rg‘nc;ronrwsqlé\lo
ESR1-Pwull
Receptor Vitamina D Conforme/No
VDR-Fokl AR conforme
Receptor de
calcitonina AA/aalAa C%r:)ﬁronrwr?q/é\lo
CTR-Alul
Receptor de
estrogenos XXIXXIXx C%r;;%ronrwﬁqlé\lo
ESR1-Xbal
Colageno tipo | Conforme/No
COL1A1-Sp1 st conforme

3.5. ESTUDIO ESTADISTICO

Para realizar el anélisis estadistico de los resultados ha sido necesario procesarlos en
una base de datos de Microsoft Excel y, posteriormente, exportarlos al programa
estadistico SPSS para Windows, version 15.0 (Chicago, Illinois, USA).

Para comprobar la distribucion Normal de las variables se ha aplicado la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. En aquellas que no seguian esta distribucion se aplicaran test no

paramétricos mientras que en las variables normales se aplicaran test paramétricos.

Se analizan las distintas variables de estudio mediante el calculo de estadisticos
descriptivos basicos. Las variables normales se expresan mediante la media y
desviacion tipica, mientras que las que no siguen una distribucién normal se expresan
mediante la mediana y el rango intercuartilico. Asi mismo, las variables de tipo

cualitativo se expresan mediante frecuencias, expresadas en porcentaje (%).

La comparacién de las frecuencias genotipicas obtenidas en nuestro grupo de estudio
asi como la comparacién de los datos obtenidos en nuestra poblacion respecto a los
datos de otras poblaciones consideradas de referencia se ha realizado mediante el test
Chi cuadrado ().

El estudio comparativo entre las concentraciones de distintas magnitudes
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bioquimicas, ya sean parametros bioquimicos basicos como marcadores bioquimicos de
remodelado éseo, y los datos obtenidos en las densitometrias a lo largo de los meses del
estudio se realiza mediante un test T de Student para datos apareados. Asimismo se ha
aplicado un test T de Student para comparar las concentraciones de dichos pardmetros
bioquimicos entre pacientes bajo tratamiento con FAE clasicos vs FAE de nueva

generacion o FAE inductores enzimaticos vs FAE no inductores enzimaticos.

El efecto del genotipo para los distintos polimorfismos analizados sobre los
parametros bioquimicos estudiados (pardmetros del metabolismo lipidico y
metabolismo fosfocélcico, parametros que reflejan funcion renal asi como pardmetros
bioquimicos del remodelado 6seo) se realiza mediante un andlisis de la varianza
(ANOVA).

Los datos de riesgo de fractura a diez afios obtenidos a través de la aplicacion
informatica FRAX® no siguen una distribucién Normal por lo que el estudio
comparativo de los datos del FRAX® entre hombres y mujeres y entre pacientes bajo
tratamiento con distintos FAE se lleva a cabo mediante el test no paramétrico U de
Mann Whitney. Para estudiar la evolucién temporal de los datos del FRAX® a lo largo

del estudio de aplica un test de Wilcoxon.

Se ha realizado un estudio de correlaciones para estudiar la relacion de las variables
continuas entre si, aplicando el coeficiente de correlacion de Pearson o Spearman,

segun siguieran o no una distribucién Normal.

Ademas, se ha llevado a cabo un analisis de regresion logistica binaria, considerando
como variable dependiente el diagnostico de osteopenia/osteoporosis y como
covariables o variables independientes diversos factores clinicos de riesgo o
relacionados con la epilepsia asi como diferentes biomarcadores. Inicialmente se realiza
un andlisis univariado de regresion logistica en el que se estudian las diferentes
covariables y, aquellas en las que se obtiene una p<0,15 son incluidas en un analisis
multivariado. De esta manera se pretende obtener un modelo matematico que sea capaz
de predecir el riesgo de desarrollar patologia 6sea con el menor nimero de variables sin
compromiso del rendimiento diagndstico. Asimismo se ha calculado el indice de
discriminacion integrado (IDI1) para cada modelo asi como la Odds Ratio y su intervalo
de confianza. El IDI se define como la diferencia de las medias de las probabilidades

del evento (en nuestro caso, patologia 6sea), estimada por los diferentes modelos en los
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pacientes que hacen el evento (pacientes que tienen patologia 6sea), menos la misma
diferencia en aquellos que no hacen el evento. Representa lo que mejora el nuevo
modelo diagndstico obtenido en cuanto a la prediccion de nuevos eventos, descontando

lo que empeora por la prediccién de falsos eventos.

En todos los casos, el nivel de significacion estadistica utilizado en los contrastes de

hipotesis fue de p<0,05.

3.6. CONFIDENCIALIDAD DEL ESTUDIO

Este estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del
Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca (Anexo II).

Todos los pacientes seleccionados para el estudio han sido informados de forma
detallada sobre los procedimientos a seguir durante el mismo, asi como de los

potenciales riesgos y beneficios que de él se extrajeran.

Cada uno de los pacientes ha sido codificado mediante una numeracion especifica a
la cual unicamente han tenido acceso los participantes del estudio, tanto del Servicio de
Neurologia como del Servicio de Analisis Clinicos del Hospital Clinico Universitario
Virgen de la Arrixaca de Murcia, asegurando de esta manera la confidencialidad del

estudio.
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Resultados

4. RESULTADOS

4.1. OBJETIVO 1: Andlisis descriptivo de las caracteristicas demogréaficas y
clinicas de una poblacion de pacientes epilépticos de la Region de Murcia.

Se ha llevado a cabo un estudio prospectivo en una poblacion formada por 64
pacientes epilépticos (42 hombres, 22 mujeres) en tratamiento crénico con FAE durante
mas de 12 meses y en seguimiento por la Unidad de Epilepsia del Servicio de
Neurologia del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia.

Las caracteristicas generales de los pacientes, en funcién del sexo, se muestran en la
siguiente tabla (Tabla 8), expresandose como Media y DT por seguir una distribucion

Normal.

Tabla 8. Caracteristicas generales del grupo de estudio, en funcion del sexo.

Caracteristicas Media = DT Min-Max
Edad (afios) 40,45 + 16,32 19-82
Hombres (n = 42)
IMC 27,49 + 4,24 19,45-37,18
) Edad (afios) 43,64 +£14,91 22-72
Mujeres (n = 22)
IMC 26,22 + 6,77 18,75-45,23

La media de edad del grupo ha sido de 41,55 afios siendo discretamente mayores las
mujeres que participaron en el estudio, aunque sin diferencias estadisticamente
significativas. Aungue las edades de los participantes fueron entre 19 y 82 afios, la
mayor proporcién de participantes rondaron los 20-50 afios, tal y como puede verse en

la Figura 21.

En cuanto a la distribucion por sexo, la proporcion de hombres fue mayor (65,6%)

que la de mujeres (34,4%) (Figura 22).
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Figura 21. Distribucion por edades de los participantes del estudio.
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Figura 22. Distribucion por sexos del grupo de estudio.

El IMC es mayor en los hombres (27,49) que en las mujeres (26,22), pero dicha
diferencia no es estadisticamente significativa (p=0,205). Estudiando el total de los
pacientes en funcion del tipo de FAE que estuvieran tomando, clasicos o de nueva
generacion, tampoco se han encontrado diferencias significativas respecto al IMC
(p=0,470) (Tabla 8).

Las variables clinicas referentes a la historia de epilepsia recogidas en la encuesta
durante la primera visita de cada paciente se presentan en la siguiente tabla (Tabla 9).
Las variables “Tiempo de diagndstico” y “Tiempo de tratamiento” no siguen una

distribucién Normal por lo que se expresan como Mediana y Rango intercuartilico, el
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cual engloba los datos comprendidos entre los percentiles 25y 75.

Tabla 9. Caracteristicas referentes a la historia de epilepsia del grupo de estudio. Se incluye
el tiempo de diagndstico, tiempo de tratamiento, tipo de crisis, etiologia y tipo de FAE.

Historia de
EPILEPSIA

o Mediana
Caracteristicas ) )
Percentil 25-Percentil 75
Tiempo de diagndstico (afios) 7 (3-16)
Tiempo de tratamiento (meses) 44 (24-82,5)
Tipo de crisis Frecuencia | Porcentaje (%)
Si
Crisis GTC 26 406
No 38 59,4
Si 27 42,2
Focales
No 37 57,8
Si
Bilaterales 17 26,6
No 47 73,4
Etiologia Frecuencia | Porcentaje (%)
Genética 14 21,9
Estructural 35 54,7
Desconocida 15 23,4
Tipo de FAE Frecuencia | Porcentaje (%)
Carbamazepina (CBZ) 7 10,9
Fenitoina (PHE) 4 6,3
Valproico (VPA) 18 28,1
Levetiracetam (LEV 30 46,8
Acetato de eslicarbazepina (ESL) 4 6,3
Lacosamida (LCM) 1 1,6
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Figura 23. Distribucion en porcentaje del tipo de FAE tomado por el grupo de estudio.

Teniendo en cuenta el tipo de FAE vy clasificando estos como FAE clasicos (CBZ,
PHT y VPA) o FAE de nueva generacion (LEV, ESL, LCM), en la poblacién de estudio
hay 29 pacientes en tratamiento con FAE clasicos (45,3%) y 35 pacientes bajo
tratamiento con FAE de nueva generacion (54,7%) (Figura 24).

TIPO FAE

CcLasicos
Bnuevos

Figura 24. Distribucion en porcentaje del tipo de FAE, clésicos o de nueva generacion,

tomado por el grupo de estudio.

Si se analiza el tiempo de diagndstico de la epilepsia (cuantificado en afios) y el
tiempo que cada paciente lleva asociado un tratamiento antiepiléptico (expresado en
meses) en funcion del tipo de FAE que estén tomando se encuentran diferencias
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estadisticamente significativas en ambas variables. En la siguiente tabla (Tabla 10) se

muestra el valor p asociado una vez realizado el test no paramétrico de la U de Mann-

Whitney.

Tabla 10. Diferencias entre el tiempo de diagnéstico de epilepsia y tiempo de tratamiento en

funcion del tipo de FAE (clasico o de nueva generacion).

Caracteristicas Mediana Percentil 25-75 p
. FAE cléasicos 10 6-20,5
Tiempo de 0.002
diagnéstico (afios) FAE de nueva 5 3-8 !
generacion
Tiempo de FAE clésicos 72 60-150 0001
tratamiento (meses) FAE de nueva 30 21-48 !
generacion

A continuacion se muestran los antecedentes personales del grupo de estudio,

expresandose como frecuencias y porcentajes (%), entre ellos los antecedentes de

osteoporosis, hipertension arterial (HTA), diabetes mellitus (DM), consumo de tabaco

y/o alcohol y presencia de enfermedades endocrinas (Tabla 11).

Tabla 11. Antecedentes personales del grupo de estudio, expresados como porcentaje (%).

Frecuencia Porcentaje (%)
Antecedentes Si 12 18,8
osteoporosis No 52 81,2
Si 6 9,4
HTA
No 58 90,6
Si 4 6,2
DM
Antecedentes No 60 93,8
personales Si 18 28,1
Consumo tabaco
No 46 71,9
Si 2 3,1
Consumo alcohol
No 62 96,8
Si 5 7.8
Enf. endocrinas
No 59 92,2
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Por ultimo, se recogen en la siguiente tabla los datos referentes a los habitos diarios y

el tipo de piel, expresandose en todos los casos como porcentaje (Tabla 12).

Tabla 12. Caracteristicas del grupo de estudio (tipo de piel, practica de ejercicio fisico y

tratamiento concomitante asociado).

Tipo de piel Frecuencia Porcentaje (%6)
Fototipo | - -
Fototipo 11 18 28,1
Fototipo 111 35 54,7
Fototipo 1V 9 141
Fototipo V 1 1,6
Fototipo VI - -

Habitos diarios Practica de ejercicio fisico Frecuencia Porcentaje (%)

Tipo | 15 23,4
Tipo Il 10 15,6
Tipo Il 9 14,1
Tipo IV 15 234
Tipo V 15 23,4

Tratamiento Si 21 32,81

concomitante No 43 67.18

4.2. OBJETIVO 2: Determinar la frecuencia genotipica de los polimorfismos de los

genes VDR, ER, CTR y COL1AL en pacientes epilépticos y compararlas con

las frecuencias genotipicas encontradas en la poblacion general y/o en

pacientes con otras patologias.

A continuacion se detallan las frecuencias genotipicas de los polimorfismos de los
genes analizados en la poblacién de estudio (Tabla 13), quedando reflejado en la Gltima
columna de la tabla el valor de p obtenido mediante la realizacion del test x* para

comparar las frecuencias de los distintos genotipos.
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Tabla 13. Frecuencias genotipicas de los polimorfismos genéticos estudiados (en “negrita” se
muestran los genotipos asociados a menor DMO y/o mayor riesgo de fractura 6sea).

Polimorfismo Genotipo Frecuencia Porcentaje (%) p

BB 11 17,2

VDR-Bsml bb 20 31,3 0,003
Bb 33 51,6
PP 30 46,9

ESR1-Pvull bp 20 31,3 0,046
Pp 14 21,9
FF 25 39,1

VDR-Fokl £ 6 9,4 < 0,001
Ff 33 51,6
AA 5 7,8

CTR-Alul aa 38 59,4 <0,001
Aa 21 32,8
XX 10 15,6

ESR1-Xbal XX 29 45,3 0,009
XX 25 39,1
SS 38 59,4

COL1AL-Sp1 > H - 0,001
Ss 8 12,5
SS/Ss 4 6,3

Como se puede ver, tanto es la Tabla 13 como en las diferentes graficas de la Figura
25, existen diferencias estadisticamente significativas en las frecuencias genotipicas de
los diferentes polimorfismos estudiados, encontrando mayor proporcion de individuos

con genotipo SS, genotipo aa, genotipo xx, genotipo Bb, genotipo PP y genotipo FF.
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Figura 25. Representacion gréfica de las frecuencias genotipicas de los diferentes
polimorfismos estudiados, de izquierda a derecha y de arriba abajo: COL1A1-Sp1,
CRT-ALUI, ESR1-Xbal, VDR-Bsml, ESR1-Pvull, VDR-FokI.

122



Resultados

Se ha estudiado también la distribucién de frecuencias genotipicas de los
polimorfismos en funcion del sexo, no encontrando diferencias estadisticamente
significativas entre ambos (Tabla 14). En la ultima columna de la tabla se muestra el
valor p asociado al resultado de la prueba de contraste de hip6tesis realizada para
comprobar la igualdad de distribuciones entre ambos sexos. Dado que al separar por

sexos la muestra es pequeria y la frecuencia esperada en alguno de los casos es inferior a

cinco se ha aplicado el estadistico exacto de Fisher, en vez de la prueba x°.

Tabla 14. Frecuencias genotipicas de los polimorfismos genéticos estudiados, en funcion del

Sexo.
Hombres (n=42) Mujeres (n=22)
Gen Genotipo Frecuencia | Porcentaje | Frecuencia | Porcentaje p
BB 8 19 3 13,6
VDR-
bb 15 35,7 5 22,7 0,382
Bsml
Bb 19 45,2 14 63,6
PP 21 50 9 40,9
SSRL 0,491
Pvull pp 11 26,2 9 40,9 ,
Pp 10 23,8 4 18,2
FF 20 47,6 5 22,7
VOR- 0,121
Foki ff 3 7,1 3 13,6 ,
Ff 19 45,2 14 63,6
AA 2 4,8 3 13,6
CTR-Alul aa 25 59,5 13 59,1 0,425
Aa 15 35,7 6 27,3
XX 9 21,4 1 4,5
ESR1- 0.192
Xbal XX 17 40,5 12 54,5 ,
XX 16 38,1 9 40,9
SS 25 59,5 13 59,1
COL1A1- 9 21,4 5 22,7
- ’ ’ 0,991
Spl Ss 4 9,5 4 18,2
SS/Ss 4 9,5 - -
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Sin embargo, a pesar de no existir diferencias estadisticamente significativas entre
ambos sexos, las distribuciones genotipicas de tres de los polimorfismos estudiados
muestran caracteristicas llamativas que se pueden ver en las siguientes graficas. En
cuanto al genotipo XX del polimorfismo ESR1-Xbal se muestra una clara mayoria de
hombres que de mujeres (Figura 26); en el polimorfismo del receptor de la calcitonina
los genotipos Aa y aa son mas frecuentes en hombres que en mujeres mientras que el
genotipo AA es al contrario, mas frecuente en mujeres (Figura 27). Por Gltimo, en la
distribucion genotipica del polimorfismo VDR-Fokl hay una clara mayoria de mujeres
con genotipo FF, mientras que los genotipos Ff y ff se distribuyen equitativamente entre

XX XX XX

ESR1-Xbal

ambos sexos (Figura 28).
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Figura 26. Distribuciones genotipicas del polimorfismo ESR1-Xbal, por sexo.
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Figura 27. Distribuciones genotipicas del polimorfismo CTR-Alul, por sexo.
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Figura 28. Distribuciones genotipicas del polimorfismo VDR-Fokl, por sexo.

Una vez conocidas las frecuencias genotipicas de nuestra poblacion de estudio se ha
llevado a cabo la comparacion de las mismas con las frecuencias genotipicas y alélicas
encontradas en poblacion sana (Tabla 15) y otros grupos de riesgo (Tabla 16), como
pueden ser pacientes diabéticos o pacientes sometidos a trasplante renal, que por
distintos mecanismos también presentan una mayor predisposicion hacia la pérdida de

masa 0sea.

Para realizar la comparacion de prevalencias de los polimorfismos VDR-Bsml,
VDR-Fokl, ESR1-Pvull y ESR1-Xbal entre nuestros daots y los datos de poblacion
sana de referencia se ha seleccionado la poblacién CEU del proyecto GENOMOS 1000,
que incluye sujetos residentes en el estado de Utah con antepasados europeos. Este
proyecto se llevé a cabo entre los afios 2008 y 2015 y tenia como objetivo encontrar la
mayoria de variantes genéticas de las poblaciones estudiadas que tuvieran una
frecuencia minima del 1%. De este modo se logré conseguir el mayor catalogo publico
a nivel mundial de genotipos humanos de libre acceso (175). Para el polimorfismo
CTR-Alul, no incluido en el proyecto GENOMOS 1000, se han extraido los datos de un
metaanalisis publicado en 2015 en el que se analizaban las frecuencias genotipicas y
alélicas de dicho polimorfismo presentadas en 15 estudios y que recogia los datos de
mas de 3500 sujetos (176). Y por ultimo, los datos de frecuencias genotipicas y alélicas
del polimorfismo del colageno COL1A1-Spl en poblacion sana se han obtenido de un

estudio multicéntrico publicado en 2006 en el que se incluian datos de mas de 20.500
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sujetos de diferentes paises europeos. En este caso se han empleado los datos de una

cohorte de Barcelona, con unos 1500 participantes (72).

Tabla 15. Frecuencias genetipicas y alélicas de la poblacién de estudio comparadas con la

poblacidon control sana (poblacién CEU, estudio GENOMOS y datos del metaandlisis

realizado en 2015 por Xiong et al). (Se marcan con un * las frecuencias genotipicas de los

polimorfismosobtenidos de poblaciones diferentes a la poblacion CEU).

Frecuencia genotipica

Frecuencias alélicas

(%0) (%)
. Genot Poblacién | Poblacién Poblacion | Poblacion
en enotipo epilepsia sana P epilepsia sana P
BB 17,2 23,5 0,244 | B:42,96% | B: 44,20% |0,845
VDR-
Bsml bb 31,3 34,9 0555 | 1:57,04% | b:53,50% [0.579
Bb 51,6 41,6 0,113
PP 46,9 33,6 0028 | p.578% | P:59,30% | 0,811
o op 313 15 <0,001
Pvull ’ ’ p:42,19% | p: 40,70% | 0,812
Pp 21,9 53,1 <0,001
FF 39,1 46,7 0,234 | F:64,85% | F: 69,40% | 0441
VDR-
Fok fi 9.4 7.8 0.642 | ¢ 351506 | 30,60% | 0,441
Ff 51,6 45,5 0,339
- AA /.8 14,9 0,113 | A: 24,220 | A:35,80% |0058
TR-
aa 59,4 40,7* 0,003
Alul a: 75,78% | a: 64,20% | 0,058
Aa 32,8 44,2* 0,071
XX 156 48,1 <0,001 | x:35150| X: 69,40% |<0,001
ESR1-
45,3 9,3 <
Xbal xX ! ’ 0.001 | . 64.85% | x: 30,60% |<0,001
XX 39,1 42,6 0,580
SS 59,4 64,8* 0,713
- S:70,32% | S:80,15% | 0056
COL1AL ss 21,9 4,2 <0,001
Spl Ss 125 30.9* 0.001 s: 29,68% $:19,85 % 0,056
SS/Ss 6,3 - -
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Tabla 16. Comparacion de las frecuencias genotipicas entre distintas

poblaciones “enfermas”.

Comparacion de poblaciones
Gen Genotipo | Epilepsia | Diabetes p Trasplante p
BB 17,2 19,5 0,690 20,2 0,615
VDR-
Bsml bb 31,3 32,2 0,895 32,69 0,844
Bb 51,6 48,3 0,654 47,11 0,553
PP 46,9 25,0 0,001 4424 0,724
ESR1-
Pl pp 31,3 20,5 0,084 25,96 0,430
Pp 21,9 54,5 <0.001 29,80 0,241
FF 39,1 51,1 0,103 60,58 0,004
WIRE ff 9.4 7.8 0,693 6,73 0,505
Fokl
Ff 51,6 411 0,1518 32,69 0,010
AA 7.8 - - 7.4 0,920
LIk aa 594 i i 4837 | 0,144
Alul
Aa 32,8 - - 44,23 0,124
XX 15,6 36,3 0,002 25,01 0,133
ESR1- XX 45,3 138 | <0,001| 3846 | 0,357
Xbal
XX 39,1 50 0,1389 36,53 0,725
SS 59,4 - - 55,76 0,627
COL1A1- ss 21,9 - - 4,80 <0,001
Spl Ss 12,5 - ; 3557 | <0,001
SS/Ss 6,3 - - 4,07 0,489

127



Resultados

4.3. OBJETIVO 3: Determinar la posible influencia del tratamiento a largo plazo
con FAE sobre el metabolismo fosfocélcico, metabolismo lipidico y la funcion

renal de los pacientes del estudio en funcién del genotipo presentado.

4.3.1. Estudio del metabolismo fosfocélcico

Para el estudio del metabolismo fosfocalcico se analizan las concentraciones de
calcio y fosforo, tanto en suero como en orina, asi como PTH y vitamina D. EIl primer
paso es comprobar la distribucién de las variables concluyendo que todas siguen una
distribucion Normal de manera que para el estudio de la evolucion de la concentracion
de las distintas variables entre las dos visitas se realiza el test de la T de Student para

variables apareadas.

En general no se han encontrado diferencias estadisticamente significativas en
ninguna de las variables estudiadas, excepto para la vitamina D, en la que se
encontraron concentraciones de vitamina D mayores en la segunda visita (p<0,001) y
para el foésforo en orina, mayor en la determinacion basal (p=0,054). Los resultados se

muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Concentraciones de los pardmetros del metabolismo fosfocélcico en la 12y 28

visita. Comparacién entre ambas.

Parametro Visita Media DE Min Max p
Calcio 12 9,69 0,34 8,80 10,70 0.122
(mg/dl) 28 9,63 0,39 8,40 10,50 ’

Calcio O 12 13,93 8,23 1,76 39,19 0.594
(mg/dl) 28 13,41 7,11 1,83 34,30 ’
Fésforo 12 3,53 0,52 2,30 4,61 0.319
(mg/dl) 28 3,62 0,67 0,31 7,40 ’

Fésforo O 12 72,81 35,36 24,19 153,78 0.054

(mg/dl) 28 63,77 36,28 17,70 206,60 ’

Vitamina D 12 18,69 8,72 6,70 61,1 <0001
(ng/ml) 28 23,49 7,41 7,40 43,3 ’

PTH 12 29,14 11,05 7,00 63,01 0.883
(pg/mil) 28 28,91 14,77 5,00 70,03 ’
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En el grupo de estudio tenemos que un 60% de los pacientes presentan niveles de
vitamina D inferiores a 20 ng/ml, que es considerado por los especialistas como déficit
de la vitamina, un 26% con niveles insuficientes de la misma (entre 21-29 ng/ml) y s6lo
un 14% de los pacientes con niveles suficientes de vitamina D (superiores a 30 ng/ml).
(Figura 29).

S0

40}

Ok . .
1 2 3
Niveles Vitamina D

Figura 29. Proporcién de pacientes con déficit (1), insuficiencia (2) o suficiencia de
Vitamina D (3).

Ademas de estudiar la evolucion temporal de los parametros bioquimicos del
metabolismo fosfocalcico a lo largo del estudio en el total de los integrantes del grupo,
se ha analizado si el efecto de los distintos tipos de FAE afecta de manera diferente a
dichos parametros, agrupando los farmacos como FAE clasicos y de nueva generacion.
En la siguiente tabla se pueden ver las concentraciones de los distintos parametros tanto
en la primera como en la segunda visita, diferenciando entre tipos de FAE, y la
significacion estadistica p arrojada por el test T de Student aplicado. En este caso se
encuentran diferencias estadisticamente significativas en las concentraciones de Calcio,
detectdndose concentraciones ligeramente superiores en los pacientes en tratamiento

con FAE de nueva generacion, siendo la p=0,034 (Tabla 18).
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Tabla 18. Parédmetros del metabolismo fosfocalcio en la 12 y 22 visita, diferenciando entre FAE

clasicos y de nueva generacion.

FAE clasicos FAE nuevos
Pardmetro | Visita | Media | DE | Min-Max | Media | DE Min-Max p

Calcio 12 9,62 0,41 8,80-10,7 9,74 0,26 9,40-10,40 0034

(mg/dl) 22 9,65 0,34 9,01-10,5 9,61 0,43 8,40-10,40 '
Calcio O 12 14,50 7,96 1,76-35,40 13,43 8,52 2,40-39,19 0725

(mg/dI) 28 13,92 6,52 4,73-33,52 13,01 7,60 1,83-34,30 '
Fésforo 12 3,53 0,52 2,70-4,50 3,47 0,51 2,31-4,60 0196

(mg/dI) 22 3,41 0,80 0,30-4,50 3,67 0,79 2,60-7,40 '
Fésforo O 12 80,31 | 33,07 | 29,0-153,7 67,53 35,19 | 24,19-146,5 0156

(mg/dI) 22 64,27 | 25,04 | 25,30-114,5 | 63,38 43,29 | 17,70-206,6 '
Vitamina D 1@ 19,10 8,25 6,70-34,80 19,66 9,48 7,50-61,10 0733

(ng/ml) 22 22,97 7,0 | 12,10-36,00 | 23,88 7,77 | 7,40-43,30 ’
PTH 1@ 29,52 9,31 | 17,00-52,00 | 28,83 12,24 7,00-63,00 0395

(pg/ml) 22 30,96 | 13,20 | 12,00-59,00 | 27,36 15,88 5,00-70,01 '

Adicionalmente, se ha estudiado la evolucion del metabolismo fosfocéalcico del grupo

de pacientes agrupando los mismos en funcion del tipo de FAE que estuvieran tomando,

ya fuera un FAE inductor enzimatico o no lo fuera, ya que como se ha visto este tipo de

FAE afectan de manera mas notable a la salud ¢sea. Para ello se han hecho dos grupos

de pacientes, los que siguen un tratamiento con PHT o CBZ (n= 11) y los que toman
VPA, LEV, ESL 0 LCM (n=53).

Como se puede ver en la Tabla 19 existen diferencias estadisticamente significativas

en los niveles de calcio (p=0,019) y vitamina D (p=0,041) entre aquellos pacientes que

siguen un tratamiento con FAE inductores enzimaticos, con concentraciones mas bajas

de ambos parametros, y los que toman FAE no inductores enzimaticos. Para dicho

estudio estadistico se he aplicado un test T de Student.
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Tabla 19. Parédmetros del metabolismo fosfocalcio en la 12 y 22 visita, diferenciando entre FAE

inductores enzimaticos y no inductores enzimaticos.

FAE inductores FAE no inductores
enzimaticos enzimaticos

Pardmetro | Visita | Media | DE Min-Max | Media | DE Min-Max p
Calcio 12 9,40 0,38 8,80-10,00 9,76 0,27 9,20-10,70 0,012
(mg/dl) 22 9,41 0,27 9,00-9,70 9,67 0,40 8,40-10,50 0,019
Calcio O 12 16,74 7,50 5,59-29,09 13,35 7,65 1,76-39,19 0,221
(mg/dl) 22 14,98 7,65 6,50-14,98 13,08 7,03 1,83-34,30 0,483
Fosforo 12 3,60 0,42 2,90-4,30 3,47 0,53 2,30-4,60 0,391
(mg/dl) 22 3,62 0,49 3,00-4,40 3,61 0,70 2,60-7,40 0,976
Fosforo O 12 81,83 33,75 | 48,20-153,7 | 71,49 | 34,82 | 24,19-146.55 | 0,394
(mg/dl) 22 78,45 28,68 | 36,40-1145 | 60,71 | 37,20 | 17,70-206,60 | 0,112
Vitamina D 12 15,50 7,46 6,70-30.80 20,21 9,00 7,50-61,10 0,084
(ng/ml) 22 19,34 6,22 12,10-31,50 | 24,35 7,40 7,40-43,30 0,041
PTH 12 32,73 9,95 20-52 28,64 | 11,03 7,00-63,01 0,242
(pg/ml) 2 3580 | 16,41 12-59 27,48 | 14,17 | 5,02-70,05 | 0,162

Paralelamente se ha estudiado el posible efecto del LEV sobre los niveles de
vitamina D frente al efecto de otros FAE diferentes, no encontrando diferencias
estadisticamente significativas tras la realizacion de una prueba T de Student (p=0,366).
No ha sido posible realizar el mismo tipo de estudio para el resto de FAE debido al bajo

nimero de pacientes con cada uno de los FAE por separado.

Por altimo, se han estudiado los parametros del metabolismo fosfocalcico en funcion
de los posibles genotipos de los seis polimorfismos estudiados. Para ello se ha aplicado
el método de andlisis de la varianza (ANOVA) y los datos obtenidos se muestran en las
Tablas 20 y 21. Como se puede observar, aquellos pacientes con genotipo BB para el
polimorfismo VDR-Bsml presentan mayores concentraciones de calcio que el resto de
pacientes (p=0,015), aquellos con genotipo PP tienen una concentracion de PTH mayor
que el resto (p=0,016) y aquellos con genotipo pp tienen mayores concentraciones de
fosforo (p=0,041). En cuanto al polimorfismo ESR1-Xbal, los pacientes con genotipo
XX muestran mayor concentracion de fosforo en orina que los pacientes con otros
genotipos (p=0,044). Se muestran también los resultados obtenidos al hacer el mismo
estudio en funcion de la presencia/ausencia del alelo considerado patolégico (Tablas 22
y 23).
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Tabla 20. Parametros del metabolismo fosfocalcico en funcion de los genotipos de los polimorfismos estudiados.

COL1A1-Sp1 CTR-Alul VDR-Bsml
Parametro | SNP | Media | DE Min-Max p SNP | Media | DE Min-Max p SNP | Media | DE Min-Max p
Calcio SS | 970 | 033 | 88107 AA | 950 | 0,36 9,1-10,0 BB | 99 | 033 9,5-10,7
(mg/dI) Ss | 973 | 033 | 91104 |091| Aa | 974 | 031 91-104 |0351| Bb | 963 | 035 8,8-104 | 0,015
g ss | 969 | 037 | 91102 aa | 971 | 034 8,8-10,7 bb | 969 | 025 9,2-10,2
Calcioo | SS | 1457 | 875 | 4,00-39,19 AA | 1812 | 7,26 11,30-28 BB | 1624 | 10,82 | 2,40-35,40
(mg/d) Ss | 12,38 | 7,84 | 240-2580 | 0721 | Aa | 1252 | 848 | 403919 |0433| Bb | 1394 | 858 | 176-39,19 | 0,487
g ss | 1338 | 746 | 1,76-28 aa | 1424 | 819 | 1,76-35,40 bb | 1242 | 546 | 4,80-21,90
Fésforo SS 348 | 050 2,3-46 AA | 351 | 046 3,0-3,9 BB | 355 | 050 2,9-4,5
(mg/dl) Ss 3,44 1 0552 2,7-45 | 069 | Aa | 347 | 040 2,9-4,2 0967 | Bb | 341 | 049 2,3-45 0,361
g ss | 360 | 057 2,7-4,5 aa | 351 | 058 2,3-4,6 bo | 361 | 055 2,7-46
Eostoroo | SS | 7640 | 3647 | 28401537 AA | 76,026 | 22,27 | 48,00-100,40 BB | 63,97 | 3026 | 24,19-1119
(ma/dl) Ss | 6346 | 3598 | 24,19-1465 | 0561 | Aa | 68,07 | 36,30 | 24,19-14645 | 0712 | Bb | 73,61 | 3596 | 30,10-153,78 | 0,573
g ss | 7256 | 28,89 | 36,98-1134 aa | 7585 | 3500 | 28,40-153,78 bb | 78,06 | 3529 | 28,40-138,80
VitaminaD | oo | 1851 | 7.50 | 67-348 AA | 2152 | 550 | 17,3-30,8 BB | 2224 | 1370 | 9,9-61,1
(ng/mi) Ss | 2276 | 1317 | 109611 |0349| Aa | 1881 | 7,73 75-338 | 0832| Bb | 1807 | 7.2 7,7-304 | 0,381
g ss | 1896 | 791 | 17,5338 aa | 1946 | 9,89 6,7-61,1 bo | 2004 | 831 6,7-34,8
5TH SS | 30,16 | 10,81 16-63 AA | 3280 | 10,37 20-44 BB | 2527 | 1514 7-58
(og/mi) Ss | 27,67 | 13,04 7-47 0759 | Aa | 31,67 | 10,39 9-58 0302 | Bb | 2942 | 10,69 16-63 0,324
PY ss | 2857 | 9,61 17-52 aa | 2761 | 11,13 7-63 bb | 3145 | 802 16-44
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Tabla 21. Parédmetros del metabolismo fosfocalcico en funcion de los genotipos de los polimorfismos estudiados (continuacion).

VDR-FokI ESR1-Pvull ESR1-Xbal
Parédmetro | SNP | Media | DE Min-Max p SNP | Media | DE Min-Max p SNP | Media | DE Min-Max p
Calcio | FF | 964 | 039 | 88-107 PP | 967 | 035 | 88107 XX | 963 | 039 | 88101
mgany | Ff | 974 | 031 | 91104 10503 Pp | 98L | 042 | 91104 | 0395| Xx | 974 | 033 | 92107 | 0640
. ff | 973 | 023 | 9,6-10,2 pp | 969 | 023 | 94102 xx | 969 | 032 | 91104
CalcioO | FF | 1461 | 827 | 4,12-3540 PP | 14,74 | 7,94 | 2,40-4540 XX | 1340 | 873 | 5,10-29,09
(mgay | Ff | 1367 | 852 | 1763919 | 0815| Pp | 1162 | 7.86 | 1762830 | 0500 [ Xx | 1371 | 825 | 176:3540 | 0,960
. ff | 1232 | 747 | 4,00-2580 pp | 1435 | 901 | 4,00-39,19 xx | 1422 | 836 | 4,00-39,19
Fosforo | FF | 334 | 048 | 234, PP | 354 | 053 2,7-4,6 XX | 323 | 038 2,7-39
mgay | Ff | 399 | 083 | 2746|0163 Pp | 320 | 057 2,3-45 | 0041| Xx | 360 | 063 2,346 | 0,167
| ff | 360 | 043 | 3143 pp | 364 | 036 2,9-45 xx | 350 | 042 2,8-4,5
FosforoO | FF | 7816 | 38,25 | 28,40-1537 PP | 7439 | 27,04 | 36,90-125,50 XX | 90,32 | 21,78 | 62,50-115.67
(mgaly | Ff | 7287 | 3354 | 2419-1465 | 0901 | Pp | 6943 | 4308 | 241915378 | 0901 [ Xx | 6072 | 2763 | 24191190 | 0,044
i ff | 54,92 | 18,86 | 30,10-86,9 pp | 7418 | 39,19 | 28,40-146,55 xx | 7942 | 39,82 | 2840-15378
VitaminaD | FF | 17,75 | 7,13 | 7,5-308 PP | 2083 | 11,17 | 6,7-611 XX | 19,74 | 869 | 86-30,8
(gmpy | Ff | 2008 | 998 | 78611 |0298| Pp | 1729 | 619 | 77302 | 0440 [ Xx | 2072 |1076| 67611 | 0573
d ff | 17,08 | 856 | 6,7-302 pp | 1875 | 615 | 75304 xx | 1815 | 712 | 75-348
PTH FF | 31,00 | 11,19 | 16-63 PP | 32,02 | 11,42 7-58 XX | 3430 | 11,90 18-58
ogmy | FF | 2736 | 989 752 | 0204 | Pp | 2221 | 7,12 9-38 0016 | Xx | 2620 | 11,16 7-52 0,110
PO ff | 3333 | 14,37 | 1758 pp | 3030 | 1045 16-63 xx | 3034 | 977 16-63
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Tabla 22. Parametros del metabolismo fosfocalcico en funcion de la presencia/ausencia del alelo patolégico de los polimorfismos estudiados.

COL1A1-Sp1 CTR-Alul VDR-Bsml

Parametro | Alelo | Media DE p Alelo | Media | DE p Alelo | Media DE p
Calcio S 9,71 0,32 | 0,879 A 9,69 0,33 | 0,844 B 9,71 0,37 | 0,767
(mg/dl) S 9,71 0,35 | 0,919 a 9,72 0,33 | 0,250 b 9,65 0,31 | 0,014
Calcio O S 14,06 8,51 | 0,774 A 13,41 | 8,42 | 0,703 B 14,53 9,13 | 0,271
(mg/dl) S 12,94 7,48 | 0,437 a 13,61 | 8,27 | 0,308 b 13,39 7,58 | 0,423
Faosforo S 3,47 0,50 | 0,450 A 3,48 0,40 | 0,824 B 3,44 0,49 | 0,258
(mg/dl) S 3,52 0,54 | 0,723 a 3,49 0,52 | 0,941 b 3,48 0,52 | 0,701
Fosforo O S 73,37 36,92 | 0,932 A 69,35 | 34,19 | 0,473 B 71,14 | 34,50 | 0,488
(mg/dl) S 68,56 31,82 | 0,377 a 72,99 | 3542 | 0,814 b 75,21 | 3542 | 0,296
Vitamina D g 19,53 9,20 | 0,821 A 19,33 | 7,34 | 0,951 B 19,12 9,21 | 0,692
(ng/ml) S 20,71 10,61 | 0,365 a 19,23 | 9,12 | 0,434 b 18,82 7,57 | 0,438
PTH S 29,56 11,30 | 0,747 A 31,88 | 10,19 | 0,118 B 28,39 | 11,90 | 0,235
(pg/ml) S 28,15 11,09 | 0,477 a 29,05 | 10,96 | 0,476 b 30,19 9,76 | 0,322
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Tabla 23. Parametros del metabolismo fosfocalcico en funcion de la presencia/ausencia del alelo patolégico de los polimorfismos estudiados.

VDR-Fokl ESR1-Pvull ESR1-Xbal

Parametro | Alelo | Media DE p Alelo | Media DE p Alelo | Media DE p
Calcio F 9,70 0,34 0,785 P 9,71 0,37 0,762 X 9,71 0,35 0,835
(mg/dl) f 9,74 0,29 0,271 p 9,74 0,32 0,385 X 9,72 0,32 0,509
Calcio O F 14,08 | 8,35 0,608 P 13,70 7,96 0,788 X 13,64 8,23 0,785
(mg/dl) f 13,45 | 8,27 0,596 p 13,30 8,52 0,468 X 13,98 8,23 0,863
Fosforo F 3,49 0,52 0,585 P 3,43 0,56 0,081 X 3,49 0,58 0,964
(mg/dl) f 3,59 0,51 0,053 p 3,46 0,50 0,560 X 3,54 0,52 0,040
Fosforo O F 75,18 | 35,43 | 0,051 P 72,74 32,79 0,890 X 67,90 29,02 0,210
(mg/dl) f 69,93 | 32,12 | 0,389 p 72,16 40,29 0,798 X 70,60 35,56 0,049
Vitamina D F 19,65 | 8,95 0,512 P 19,70 9,93 0,642 X 20,44 10,10 0,294
(ng/ml) f 20,46 9,78 0,206 p 18,15 6,11 0,249 X 19,34 8,99 0,898
PTH F 28,93 | 10,53 | 0,495 P 28,91 11,16 0,632 X 28,51 11,80 0,500
(pg/ml) f 28,28 | 10,69 | 0,340 p 26,97 9,96 0,065 X 28,43 10,55 0,171
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4.3.2. Estudio del metabolismo lipidico

A continuacion se ha estudiado la evolucion de los parametros del metabolismo
lipidico a lo largo del estudio, incluyendo la concentracion de colesterol total,
triglicéridos, colesterol HDL (cHDL), colesterol LDL (cLDL) y homocisteina. Para esto
se ha aplicado una prueba T de Student para datos apareados, ya que todas las variables
siguen una distribucion Normal, hallandose diferencias estadisticamente significativas
en las concentraciones de colesterol total (p=0,018) y cLDL (p=0,014), siendo en ambos

casos las concentraciones mayores en la primera visita (Tabla 24).

Tabla 24. Concentracion de los parametros del metabolismo lipidico en la 1%y 22 visita.

Comparacion entre ambas.

Parametro Visita Media DE Min Max p
Colesterol il 192,62 34,39 114 279 0.018
(mg/dl) 22 186,40 38,84 105 275 '
Triglicéridos 12 97,95 53,98 32 311 0311
(mg/dl) 28 102,84 58,04 33 263 '
cHDL 12 60,48 20,28 25 133 0.093
(mg/dl) 28 59,10 19,67 24 123 '
cLDL 12 110,33 29,68 47 186 0.014
(mg/dl) 28 106,64 34,67 37 205 '
Homocisteina 12 11,01 2,87 2,5 19,5 0.828
(umol/L) 28 10,93 3,14 45 21,3 '

Del mismo modo, se ha realizado una comparativa entre aquellos pacientes que
reciben tratamiento con FAE clasicos y FAE de nueva generacion. Se ha detectado una
tendencia a la significacion estadistica en la concentracion del triglicéridos, tanto en la
visita basal como en la segunda visita, siendo mayor en aquellos pacientes en
tratamiento con FAE clasicos (12 visita: 112,59 mg/dl vs 85,84 mg/dl; p=0,061. 22 visita:
119,68 mg/dl vs 90,09 mg/dl; p=0,054). Sin embargo, no se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas en la evolucion a lo largo del estudio de ninguno de los

parametros entre los dos grupos tras la realizacion del test T de student (Tabla 25).
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Tabla 25. Pardmetros del metabolismo lipidico en la 12 y 22 visita, diferenciando entre FAE

clasicos y de nueva generacion.

FAE clasicos FAE nuevos
Parametro Visita | Media | DE Min-Max Media | DE Min-Max p
Colesterol 12 196,45 | 32,55 127-260 185,49 | 34,57 114-279 0.344
(mg/dI) 22 194,36 | 36,91 116-275 180,36 | 39,72 105-272 '
Triglicéridos 12 112,59 | 66,92 32-311 85,83 | 37,13 36-175 0.831
(mg/dI) 22 119,68 | 65,54 33-263 90,09 | 48,88 34-261 '
cHDL 12 60,52 | 25,05 25-133 60,46 | 15,67 34-102 0.739
(mg/dI) 23 58,08 | 23,45 24-133 59,88 | 16,59 36-110 '
cLDL 12 113,38 | 29,66 62-186 107,80 | 29,88 47-186 0.686
(mg/dl) 28 112,20 | 34,65 58-205 102,42 | 34,62 37-184 '
Homocisteina 12 10,18 | 2,82 | 2,50-13,80 11,65 | 3,14 | 5,60-19,50 0.120
(umol/L) 22 10,90 | 2,99 | 6,40-21,30 10,95 | 3,29 | 4,50-18,60 '

Adicionalmente, se han analizado los parametros del metabolismo lipidico en
funcion del tipo de FAE, agrupandolos en FAE inductores y no inductores enzimaticos,
encontrando diferencias estadisticamente significativas en los niveles de cHDL,
mayores en aquellos pacientes que siguen un tratamiento con FAE inductores
enzimaticos (80,27 mg/dl frente a 56,38 mg/dl en la primera visita, y 73,20 mg/dl frente
a 56,16 mg/dl en la segunda visita), con una significacion estadistica arrojada de la
prueba T de Student realizada de 0,017 y 0,087 respectivamente.

En altimo lugar, se han analizado los parametros del metabolismo lipidico en funcién
del genotipo presentado respecto a los polimorfismos estudiados, encontrandose
Unicamente diferencias estadisticamente significativas en el polimorfismo del receptor
de calcitonina (CTR-Alul). En este caso, los pacientes con genotipo homocigoto wild
type AA presentan mayores concentraciones de cHDL (p<0,001) y menores de
triglicéridos (p=0,002) que el resto de pacientes con otros genotipos. Los resultados se

muestran en la siguiente tabla (Tabla 26).
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Tabla 26. Parédmetros del metabolismo lipidico en funcion de los genotipos del
polimorfismo CTR-Alul.

CTR-Alul
Parametro | NP | Media DE Min-Max P
Colestero] | AA | 183,80 37.89 127-231
(ma/d) Aa | 191,10 24.88 154-233 | 0,903
9 aa | 190,97 38,15 114-279
Trilicérides | AA | 5840 2423 35-93
(?n ) Aa 73,76 31,47 32-153 0,002
9 aa | 116,53 58,87 44-311
HDL AA | 9120 34,56 46-133
(mard) Aa 62,90 13.80 42-85 <0,001
9 aa 55,11 17,55 25-102
LDL AA | 80,80 19,53 62-111
(mard) Aa | 11333 2391 82-161 0,066
9 aa | 112,55 31,96 47-186
Homocisteina | A2 9,68 266 6,1-12,6
(LmolL) Aa 11,57 3.06 71-195 | 0311
H aa 10,64 2,75 25-17.3

4.3.3. Estudio de la funcién renal

Asimismo, se ha analizado la funcién renal de los pacientes del grupo de estudio,
estudiando para ello la concentracion de urea y creatinina en suero. Mediante la
aplicacion de una prueba T de Student para pardmetros relacionados no existen
diferencias significativas entre los datos de la primera y la segunda visita (Tabla 27), ni
tampoco entre los pacientes que toman diferentes tipos de FAE, clasicos o nuevos
(Tabla 28).

Tabla 27. Concentraciones de los pardmetros de funcién reanl en la 12 y 22 visita. Comparacion

entre ambas.

Parametro Visita Media DE Min Max p
Urea 12 33,86 9,32 18 61 0.448
(mg/dl) 28 33,14 8,98 16 57 ’
Creatinina 12 0,81 0,16 0,41 1,18 0143
(mg/dl) 2 0,83 0,17 0,36 1,36 ’
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Tabla28. Parametros de funcién renal en la 12 y 22 visita, diferenciando entre FAE clésicos y de

nueva generacion.

FAE clasicos FAE nuevos
Parametro | Visita | Media | DE | Min-Max | Media | DE | Min-Max p

Urea 12 34,03 | 9,07 23-61 32,74 | 9,45 18-55

(mg/dl) 22 | 3460 | 859 | 18-51 | 3203 | 924 | 1657 | 2°%

Creatinina 12 0,78 | 0,16 | 0,41-1,10 0,84 | 0,17 | 0,56-1,18

(mo/dl) | 22 | 079 | 016 | 036105 | 086 | 018 | 053116 | 07

Por ultimo, se ha analizado la funcion renal de los pacientes en funcion de los
posibles genotipos presentados en cada unos de los polimorfismos estudiados, sin

encontrar diferencias estadisticamente significativas entre ellos.

4.4. OBJETIVO 4: Evaluar el estado de la masa 0sea al inicio del estudio asi como
su evolucién a lo largo del transcurso del mismo a través de la realizacion de
una densitometria 6sea mediante DEXA, calcular el riesgo de fractura
mediante el algoritmo FRAX® y analizar la correlacion de los datos obtenidos
con los valores de los marcadores de remodelado dseo y con la

presencia/ausencia de los polimorfismos estudiados.

4.4.1. Evaluacion del estado de la masa o6sea al inicio del estudio y evolucion de la
misma durante el transcurso del mismo. Calculo del riesgo de fractura

mediante el algoritmo FRAX®.

Para evaluar el estado de la masa Osea de cada participante en el estudio se ha
realizado a cada uno de ellos una densitometria 6sea mediante DEXA, tanto en la
primera como en la segunda visita. EI primer paso es describir la poblacién de la que
partimos y para ello analizamos los resultados de las densitometrias realizadas en la
visita basal, en funcion del sexo y del tipo de FAE que el paciente estuviera tomando,
englobando dentro del concepto FAE clésico a aquellos que toman PHE, VPA O CBZ,
y como FAE nuevo a los que toman LEV, ESL o LCM. Los resultados obtenidos se
resumen en la variable T-Score, que como ya se ha dicho previamente refleja el nimero

de DE de la DMO con respecto al valor medio de la poblacion de 29-30 afios y del
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mismo sexo, asi como en la variable Z-Score, que compara la DMO del paciente frente
a la DMO media de poblacion sana de su misma edad, sexo y etnia. Para dicho andlisis
se realiza una prueba T de Student para muestras independientes. Los resultados se
muestran en la Tabla 29 observando que existen diferencias estadisticamente
significativas entre los hombres y las mujeres del estudio, tanto en el T como en el Z-
Score, de manera que las mujeres presentan valores de DMO menores que los hombres
tanto a nivel lumbar como femoral. En cuanto a la DMO de los pacientes en funcion del
tipo de FAE que estuvieran tomando no se han encontrado diferencias estadisticamente
significativas entre los dos grupos, aunque si parece que aquellos que toman FAE de
nueva generacion presentan valores mayores de DMO tanto lumbar como femoral,

siendo esta diferencia mas acentuada a nivel femoral..

Tabla 29. Resultados de DMO expresados como T y Z-Score a nivel basal, diferenciando entre

hombres y mujeres y pacientes que toman FAE clasicos (FAEc) y de nueva generacién (FAEN).

Hombres Mujeres FAEc FAEN

DMO Media + DE | Media = DE p Media + DE | Media = DE p

T-Score

femoral 0,573+1,62 | -0,202+1,30 | 0,058 | 0,197 +1,70 | 0,386 + 1,43 | 0,635
basal

T-Score

lumbar 0,770+1,79 | -0,710+1,19 | 0,001 | 0,090 +2,10 | 0,383 +1,42 | 0,532
basal

Z-Score

femoral 1,050+1,25 | 0,193+1,19 | 0,015| 0,390+1,24 | 0,983 +,122 | 0,091
basal

Z-Score

lumbar 1,011+1,72 | -0,145+1,22 | 0,012 | 0,229+192 | 0,647 +1,37 | 0,672
basal

Teniendo en cuenta la clasificacion propuesta por la OMS para estratificar el riesgo
de fractura en base a los datos de DMO expresados como T-Score tenemos que dentro
de la poblacion de estudio hay un 81,3% de pacientes presenta una DMO normal a nivel
femoral, un 15,6% presenta osteopenia y sOlo un 3,1% presenta osteoporosis
establecida. Si atendemos a la DMO a nivel lumbar estos porcentajes varian
ligeramente, teniendo un 68,8% una DMO normal, presentando un 28,1% osteopenia y
un 1,6% osteoporosis. Seleccionando Unicamente a las mujeres vemos que el porcentaje

de pacientes con osteopenia aumenta notablemente, alcanzando un 45,5% si tenemos en
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cuenta el valor de T-Score a nivel lumbar (Tabla 30).

Tabla 30. Clasificacion de la poblacion de estudio segun criterios de la OMS para el riesgo

de fractura.

Clasificacion OMS

CEEINEEEN QNS | e’:?rrgily +1) (DEngierzp-elnyi/a-Z.S) o(%?zozr%s)is
T-Score Femoral 81,3% 15,6% 3,1%
T-Score Lumbar 68,8% 28,1% 1,6%
T-Score_Lumbar 50% 45,5% 4,5%

mujeres

Para realizar el estudio de la evolucion de la masa 0sea a lo largo del estudio se ha

realizado una prueba T de Student para muestras apareadas, quedando demostrado que

no existen diferencias estadisticamente significativas entre la DMO de los pacientes

entre la primera densitometria y la segunda, realizada 6 meses después (Tabla 31), ni

tampoco existen diferencias entre hombres y mujeres ni entre pacientes en funcion del

tipo de FAE que tomen (FAE clasicos y nuevos) (Tabla 32).

Tabla 31. Valores de DMO expresados como T y Z-Score obtenidos mediante

densitometria por DEXA en la 12 y 22 visita (DMO: densidad mineral 6sea).

DMO Media + DE p

T-Score femoral basal 0,215+1,49
0,469

T-Score femoral 22 visita 0,137 +1,30

T-Score lumbar basal 0,089 + 1,64
0,489

T-Score lumbar 22 visita 0,138 + 1,60

Z-Score femoral basal 0,705 + 1,22
0,999

Z-Score femoral 22 visita 0,704 + 1,11

Z-Score lumbar basal 0,457 + 1,58
0,446

Z-Score lumbar 22 visita 0,396 + 1,49
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Tabla 32. Diferencia de DMO entre la 12 y la 22 visita, expresada como T-Score femoral,
diferenciando entre hombres y mujeres y por tipo de FAE.

Media + DS | Media + DS Media = DS | Media = DS

DMO Hombres Mujeres p FAEc FAEN p

Diferencia T-
Score femoral -0,208 + 0,85 0,158 +0,48 | 0,079 | 0,006 +0,66 | -0,135+0,82 | 0,488
(18-22 visita)

Diferencia T-
Score lumbar 0,072 +0,48 0,007 +0,62 | 0,650 | 0,052 +0,53 0,046 £0,54 | 0,969
(18-22 visita)

Diferencia Z-
Score femoral -0,125 + 0,90 0,183+0,56 | 0,193 | 0,072+0,70 | -0,059+0,86 | 0,575
(18-22 visita)

Diferencia Z-
Score lumbar -0,140 £ 0,53 0,065+0,54 | 0,229 | -0,065+0,47 | 0,065+0,60 | 0,950
(18-22 visita)

A continuacion, una vez obtenidos todos los datos de la densitometria, se calcula
para cada uno de los pacientes del estudio la probabilidad a diez afios de sufrir una
fractura de cadera (Hip fracture, HF) y la probabilidad de sufrir una fractura
osteopordtica mayor (fractura de columna, de mufieca, himero o cadera) mediante la
herramienta informéatica FRAX®. Para ello se introducen todos los datos demograficos y
factores de riesgo requeridos por la aplicacion informatica (edad, sexo, IMC, fractura
previa, antecedentes de osteoporosis, fumador actual, tratamiento con glucocorticoides
en los Gltimos tres meses) junto con los datos de DMO obtenidos. Al tratarse de una
variable que no sigue una distribuciéon Normal ha de describirse con los datos de

mediana y percentiles 25y 75, los cuales quedan recogidos en la Tabla 33.

Para comprobar si existe asociacion entre el sexo o el tipo de FAE con el riesgo de
fractura calculado mediante el FRAX® se utiliza la prueba U de Mann Whitney,
exponiéndose los datos obtenidos en la siguiente tabla (Tabla 33). Se observa que el
riesgo de sufrir una fractura osteoporética mayor en mujeres es mas elevado que en
hombres (p = 0,014). En cuanto al riesgo de fractura de cadera también es mayor en
mujeres que en hombres, y aunque no existen diferencias si parece haber cierta

tendencia hacia la significacion estadistica (p=0,083).
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Tabla 33. Riesgo de fractura calculado mediante el algoritmo FRAX®, expresado en
porcentaje (%), tanto de fractura de cadera (HF) como de fractura mayor osteoporotica
(MO). Valores referentes al grupo en global, y diferenciando entre hombres y mujeres.

Mediana
(Percentil 25-75)
Riesgo de fracturas (%) Grupo Hombres Mujeres p
FRAX® MO 201, 7-34) | 19(1,7-27) | 2,45(1,9-43) 0,014
FRAX®HF 0,1(0,0-04 | 0,1(0,0-0,4) | 0,2(0,07-0,47) 0,083

Del mismo modo se ha realizado una prueba U de Mann Whitney para comprobar si
existen diferencias entre el riesgo de fractura a diez afios calculada mediante el FRAX®
entre aquellos pacientes que toman FAE clasicos o de nueva generacion, no

encontrandose diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.

Aplicando una Prueba de Wilcoxon se estudia si ha habido variacion en cuanto al
riesgo de fractura obtenido mediante el algoritmo FRAX® a lo largo de los meses del

estudio, sin encontrarse diferencias estadisticamente significativas.

Mediante un estudio de correlaciones se estudia la asociacion entre los datos de
DMO obtenidos en las densitometrias y el riesgo de fractura ofrecido por el FRAX®.
Los resultados se presentan en la Tabla 34 y se expresan mediante la significacion

estadistica (p) y el Coeficiente de Correlacion rho de Spearman (r).

]
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o = N w N~ (] (o2} ~
T

0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
DMO Femoral DMO Femoral

Figura 30. Diagrama de correlacion entre DMO femoral y la estimacion de riesgo de
fractura a diez afios de fractura mayor (FRAX® MO y FRAX® HF)
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Tabla 34. Correlacion entre el riesgo de fractura calculado mediante el algoritmo
FRAX®, expresado en porcentaje (%), tanto de fractura de cadera (HF) como de fractura
mayor osteopordtica (MO) con las variables relacionadas con la DMO.

Parametro FRAX® MO FRAX® HF
DMO femoral p < 0,001 p < 0,001
(g/CmZ) r: _0’442 r: '0,889
] p : 0,002 p<0,001
T-Score femoral r-0,384 r: -0,898
] p : 0,006 p<0,001
Z-Score femoral r-0,375 r: -0,694
DMO lumbar p:0,082 p: 0,001
(g/cmZ) r: _0’221 r. '0,404
] p: 0,095 p: 0,001
T-Score lumbar r-0,212 r: -0,402
p:0,435 p:0111
Z-Score lumbar r-0,112 r:-0,226

Como puede observarse, existe una asociacion significativa entre el resultado del
FRAX® (riesgo de fractura tanto mayor (MO) como de cadera (HF)) y los valores de
DMO a nivel femoral, siendo esta asociacion negativa en todos los casos. Dicha
asociacion también se refleja en el T y Z-Score. En cuanto a los datos de DMO a nivel
lumbar, existe una asociacién, también negativa, entre los datos del FRAX® referentes a

la fractura de cadera (HF) y las densitometrias, pero no con los datos del FRAX® MO.

Del mismo modo, se ha estudiado la posible correlacion entre las variables clinicas
consideradas factores de riesgo para la osteoporosis y los valores obtenidos mediante el
la herramienta FRAX®. Los datos obtenidos se muestran en la siguiente Tabla (Tabla
35).

Atendiendo a los datos obtenidos encontramos una asociacion negativa entre el valor
del FRAX® para fractura osteopordtica mayor y el peso, la talla y el IMC, y cierta
tendencia hacia la significacion estadistica entre la asociacion del FRAX®y los afios de
diagnéstico de epilepsia. En cuanto al riesgo de fractura de cadera se aprecia una
relacion inversa entre el peso v la talla y el FRAX® HF y positiva entre éste y la edad

del paciente.
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Tabla 35. Correlacion entre el riesgo de fractura de cadera (HF) y de fractura osteoporotica
mayor (MO) calculado mediante el algoritmo FRAX®(%), con variables clinicas.

Parametro FRAX® MO FRAX® HF
~ p: 0,818 p <0,001
el (EeS), 0,30 0,527
p: 0,006 p: 0,033
Peso (kg) 0,343 r: 0,269
p: 0,002 p <0,001
Talla (metros) r: 0,375 r: 0,462
p: 0,037 p:0,752
e I -0,264 r:-0,041
Tiempo de diagndstico p: 0,070 p:0,182
(afios) r: 0,230 r: 0,170
Tiempo de tratamiento p: 0,528 p: 0,588
(meses) r:-0,81 r: 0,069
N . p: 0,272 p:0,183
Vitamina D (dieta) r 0,144 r 0174
. . p: 0,488 p:0,712
Calcio (dieta) 0,091 1 0,049

4.4.2. Correlacion del estado de la masa 6sea con los marcadores de remodelado

0seo y la presencia/ausencia de los polimorfismos estudiados

4.4.2.1. Marcadores de remodelado dseo: evolucion temporal y correlacion con

los datos de DMO obtenidos mediante densitometria.

Respecto a los marcadores bioquimicos de remodelado éseo se han estudiado como
marcadores de formacién la ALPo, OC y PINP, y como marcadores de resorcion dsea
el B-Cross y NTX. Se ha analizado la diferencia de concentracion de todos ellos entre la
primera y la segunda visita, utilizandose para ello una prueba T de student para muestras

apareadas. Los resultados se muestran en la Tabla 36.
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Tabla 36. Concentraciones de los marcadores de remodelado 6seo (de formaciény
resorcion) en la 12 y 22 visita. Comparacion entre ambas.

Parametro Visita Media DE Min-Max p
ALPo 18 11,63 5,08 5-34,30 <0001
(ma/l) 28 10,03 4,37 4,11-28,30 '

oC 18 21,40 8,24 8,80-45,20 0.327
(ng/ml) 22 20,83 7,55 7,90-43,70 '
PINP 12 51,99 22,40 5-121,50 0076
(ng/ml) 22 47,92 20,09 23,36-115,90 '
B-CTX 12 0,40 0,21 0,15-1,08 0896
(ng/ml) 22 0,40 0,20 0,12-0,96 '
NTX 12 16,36 7,51 2,716-32,47 <0.001
(nM BCE) 22 12,28 7,86 1,82-29,46 ’

Como puede observarse, tanto en la Tabla 36 como en la Figura 31, los valores de
ALPo en la primera visita son significativamente mayores que en la segunda visita
(p<0,001) y se observa cierta tendencia a disminuir en las concentraciones de PINP a lo
largo del estudio (p=0,076). En cuanto a los marcadores de resorcion, encontramos
también mayores concentraciones de NTX al inicio del estudio (p<0,001), siendo

constantes las concentraciones de B-CTX.

35 . 35}
30 1 30
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Figura 31. Representacion grafica de los valores de ALPo y NTX en la primera y
segunda visita (ALPol y ALP02; NTX1y NTX2).
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A continuacion, se realiza el analisis de los marcadores de remodelado 6seo
diferenciando entre aquellos pacientes que toman FAE clasicos o de nueva generacion,
mediante una prueba T de Student. Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente
tabla (Tabla 37), observando que los valores iniciales de OC difieren estadisticamente
entre ambos grupos, siendo menores en aquellos pacientes en tratamiento con FAE
clasicos (p=0,036). Por otro lado, los valores de P1NP obtenidos en la segunda visita
son mayores en los pacientes tratados con FAE de nueva generacion (p=0,042).
Asimismo, se observa cierta tendencia a la significacion estadistica en los valores

iniciales de B-CTX, siendo mayores en pacientes que reciben FAE clasicos (p=0,082).

Tabla 37. Pardmetros de remodelado 6seo, diferenciando entre FAE clasicos y de nueva

generacion.
FAE clésicos FAE nuevos

Parametro | Visita | Media | DE Min-Max | Media | DE Min-Max p
ALPo 12 10,80 3,94 5-24,80 12,14 5,60 6,35-34,30 0,266
(Hg/l) 22 924 | 309 | 457-17,10 | 10,63 | 510 | 4,11-28,30 | 0,206
oC 12 19,12 7,13 8,80-40,38 23,38 8,51 10,57-45,20 | 0,036
(ng/ml) 22 20,56 7,30 7,90-38,40 21,03 7,85 8,80-43,70 0,814
PINP 12 48,02 | 19,51 | 5,00-111,40 | 55,53 | 23,65 | 22,97-121,50 | 0,169
(ng/ml) 22 42,26 | 11,28 | 23,42-67,51 | 52,21 | 24,08 | 23,36-115,90 | 0,042
B-CTX 12 0,35 0,14 0,15-0,73 0,44 0,24 0,17-1,08 0,082
(ng/ml) 22 0,38 0,18 0,16-0,96 0,42 0,21 0,12-0,92 0,450
NTX 12 15,76 7,51 3,14-29,60 16,86 7,58 2,76-32,47 0,565
(nM BCE) 22 12,66 8,48 1,82-28,34 12,00 7,47 2,34-29,46 0,759

Adicionalmente, mediante una T de Student se ha analizado el efecto de los
diferentes FAE sobre las concentraciones de biomarcadores de remodelado 6seo en
funcion de su mecanismo de accién, agrupando los pacientes en tratamiento con FAE
inductores enzimaticos (CBZ, PHT, ESL), pacientes con VPA (inhibidor enzimatico) y
pacientes con FAE neutros (LEV y LCM) (Tabla 38).
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Tabla 38. Pardmetros de remodelado 6seo diferenciando entre FAE por su mecanismo de accion.

FAE inductores
julivsion LEV + LCM VALPROICO
Parametro | visita | Media | DE P Media | DE P Media | DE p
ALPo 12 12,73 | 4,46 12,26 5,92 9,40 3,03
(ug/l) 2 | 1029 | 334 | %092 | 1074 | 532 | 000 | g4y | 25 | 004
oC 12 20,62 | 6,67 23,21 8,81 18,64 8,04
(ngimly | 22 | 2160 | 7.60 | 933 | 2079 | 17 | 0% | 2010 | 664 | 0162
PINP 12 56,73 | 23,19 55,15 23,94 41,45 15,32
(ng/ml) o | 4427 1717 | 008 | 5301 | 2410 | 9% | 4147 | 985 | 099
B-CTX 1 039 | 0,14 0,44 0,26 033 | 014
(ng/ml) 2 043 | 022 | 948 | oa 022 | 0370 034 | o012 | 0702
NTX 1 1589 | 8,00 16,19 | 7,89 1733 | 7,91
nM BCE a 1462 | 804 | 0337 | 1113 | 733 | <0001 | 53 | g7y | 0064
( )| 2

Tabla 39. Estudio de correlaciones entre los distintos marcadores bioquimicos de remodelado éseo.

ALPo oC PINP B-CTX NTX

ALPo r=0,428 r=0,536 r=0,455 r=0,183

p = 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p=0,169

e r=0,428 r=0,667 r=0774 r=0,224

p = 0,001 p <0,001 p < 0,001 p =0,091

BINP r=0,536 r=0,667 r=0774 r = 0,052

p = 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p = 0,696

B- r = 0,455 r=0,774 r=0774 r=0,167

CTX p <0,001 p < 0,001 p < 0,001 p=0.211
NTX r=0,183 r=0,224 r= 0,052 r=0,167
p=0,169 p = 0,091 p = 0,696 p=07211
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Como puede observarse en la Tabla 38 todos los pacientes en tratamiento con FAE,
independientemente del tipo de FAE que estuvieran tomando, presentan valores
significativamente mas bajos de ALPo en la segunda visita. Aquellos pacientes en
tratamiento con FAE inductores enzimaticos muestran ademas una reduccion
significativa de la concentracion de PINP. Los pacientes en tratamiento con LEV o
LCM son los que mayores diferencias presentan entre la primera y la segunda visita
mostrando valores menores tanto de ALPo, como de OC y NTX. Al comparar el efecto
de los distintos FAE entre si mediante un ANOVA se ha comprobado que no existen
diferencias significativas en la concentracion de ninguno de los biomarcadores
estudiados, por lo que el efecto que unos FAE ejercen sobre el metabolismo dseo

respecto a otros es similar.

Por otro lado, se ha realizado un estudio de correlaciones entre los distintos
marcadores bioquimicos de remodelado 6seo entre si y respecto a las variables de DMO
obtenidas en las densitometrias. Se ha encontrado correlacion positiva entre
practicamente todos los biomarcadores de remodelado 6seo (Tabla 39), pero
contrariamente, no se ha encontrado asociacion entre los marcadores bioguimicos de
remodelado 6seo y los resultados densitométricos (DMO, T-Score y Z-Score), excepto
entre la ALPo y el T-Score femoral (r = -0,270; p = 0,042) (Figura 32).
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Figura 32. Representacion grafica de la asociacion entre las concentraciones

de ALPo y el T-Score femoral.
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Para evaluar la asociacién entre los distintos biomarcadores de remodelado 6seo,

tanto de formacion como de resorcion, y las distintas variables demogréaficas (edad,

peso, talla, IMC) y clinicas relacionadas con la epilepsia (afios de diagnéstico, afios de

tratamiento con FAE) de cada paciente se ha realizado un estudio de correlaciones

mediante una Correlacién de Pearson. De los resultados obtenidos Gnicamente destaca

la asociacion inversa significativa de la edad con tres de los biomarcadores estudiados
(OC, PINP y B-CTX) (Tabla 40 y Figura 33).

ALPo oC PINP B-CTX NTX

(ug/l) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (nM BCE)
Edad r=-0098 | r=-039 | r=-0300 | r=-0460 | r=-0,164
(afios) p = 0,466 p = 0,003 p = 0,022 p < 0,001 p=0,218

Tabla 40. Estudio de correlaciones entre los distintos marcadores bioquimicos de

remodelado 6seo.
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Figura 33. Representacion grafica de la asociacion entre la edad y diferentes marcadores
bioguimicos de remodelado 6seo (OC, f-CTXy P1NP).
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A pesar de no encontrarse asociacién ninguna entre los datos de DMO vy las
concentraciones de los biomarcadores de remodelado 6seo, con el objetivo de evaluar la
utilidad clinica de éstos como predictores del desarrollo de patologia dsea, ya sea
osteopenia u osteoporosis, frente al gold standard que es la densitometria 6sea se han
empleado curvas ROC, estudiando el area bajo la curva (AUC) y la sensibilidad y
especificidad diagnésticas en aquellas variables en las que la AUC es significativa. Los
resultados de muestran en la Figura 34 y la Tabla 41.

o0& —B-CTx
T NTx

—P1NP
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Figura 34. Curva ROC de los marcadores de remodelado éseo (f-CTX, NTX, OC, PINPy

APLo0) en el diagnostico de osteopenia/osteoporosis frente a las densitometrias dseas.

Tabla 41. Capacidad de los marcadores re remodelado 6seo para el diagnéstico de patologia

Gsea. Valores del area bajo la curva (AUC), valor de p e intervalos de confianza (IC)

Intervalo de Confianza (IC)
AUC Limite Limite p
inferior superior
ALPo
(ug/l) 0,563 0,385 0,741 0,506
ocC
0,476 0,282 0,670 0,799
(ng/ml)
PINP
0,489 0,307 0,671 0,907
(ng/ml)
O 0,489 0,292 0,685 0,907
(ng/ml)
NTX
("MBCE) 0,444 0,247 0,642 0,557
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Como puede verse, ninguno de los marcadores bioquimicos de remodelado 6seo

parece un buen predictor de patologia dsea pues todos presentan un AUC préximo a 0,5.

4.4.2.2. Polimorfismos genéticos y su correlacion con la DMO

Para estudiar la influencia de los factores genéticos sobre la salud Gsea de los
pacientes del estudio se ha realizado un ANOVA entre distintas variables que reflejan es
estado de la masa Gsea obtenidas en la densitometria (DMO, Z-Score y T-Score) y los
posibles genotipos posibles de cada uno de los polimorfismos estudiados.

Como se puede observar en la Tabla 42 existen diferencias significativas entre la
DMO entre pacientes con distintos genotipos respecto al polimorfismo del colageno
COL1A1-Spl de manera que aquellos con genotipo ss presentan valores de DMO
significativamente menores que aquellos con otros genotipos (SS o Ss), tanto a nivel
lumbar como femoral (Figura 35). Ademaés, se observa cierta tendencia hacia la
significacion estadistica en la DMO de los pacientes con genotipo PP del polimorfismo
ESR1-Pvull (Tabla 43), reflejando valores de DMO mayor en las densitometrias
respecto al resto de pacientes (Figura 35). En cuanto al resto de polimorfismos no se
observan diferencias estadisticamente significativas entre pacientes con distintos
genotipos, a pesar de observar pequefias variaciones en los resultados de las
densitometrias (Tablas 42 y 43).

Adicionalmente se han analizado los valores referentes a la masa Osea de cada
individuo en funcion de la presencia/ausencia de los diferentes alelos considerados
patologicos en la bibliografia y de la presencia/ausencia del polimorfismo que ha sido
asociado a osteopenia/osteoporosis por diferentes autores. Coincidiendo con el analisis
de los genotipos, se han encontrado valores significativamente mas bajos de todas las
variables ddensitométricas estudiadas en aquellos pacientes que presentan al menos una
copia del alelo s: DMO lumbar 1,01 vs 1,12 (p= 0,021); Z-Score lumbar -0,02 vs 0.93
(p= 0,024); T-Score lumbar -0,34 vs 0,67 (p= 0,023). También se han detectado
cambios similares a nivel femoral: DMO femoral 0,85 vs 0,96 ((p= 0,020); Z-Score
femoral 0,20 vs 1,04 (p=0,017) y T-Score femoral -0,28 vs 0,71 (p=0,010). En cuanto a
la presencia/ausencia del alelo x del polimorfismo ESR1-Xbal se observa una tendencia
a la disminucion de la masa 6sea a nivel lumbar en aquellos pacientes en los que hay al

menos una copia de dicho alelo. Asi, la DMO en estos pacientes es 1,01 frente a 1,18 de
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los pacientes que carecen de él.

Por ultimo, se ha analizado la tasa de pérdida de masa Osea durante los meses del
estudio, comparando los resultados de las dos densitometrias, en funcién del genotipo
mediante un test de ANOVA, observando que todos los pacientes tienen una tasa de
pérdida de hueso similar, independientemente del genotipo que posean.
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Figura 35. Representacion grafica de los valores de DMO (g/cm?) en funcién de los
genotipos de algunos de los polimorfismos estudiados: COL1A1-Sp1 (0: SS; 1: Ss; 2: sS);
ESR1-Pvull (0: pp; 1: Pp; 2: PP) y ESR1-Xbal (0: bb; 1:Bb; 2: BB)
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Tabla 42. Parametros obtenidos mediante densitometrias (DMO (g/cm?), T-Score y Z-Score) a nivel lumbar y femoral, en funcién del genotipo de cada

uno de los polimorfismos estudiados.

COL1A1-Spl CTR-Alul VDR-Bsml
Parédmetro | SNP | Media | DE Min-Max p SNP | Media | DE Min-Max p SNP | Media | DE Min-Max p
SvE SS 112 | 022 | 0,73-1,55 AA | 098 | 011 0,87-1,10 BB | 1,03 | 015 0,77-1,26
s Ss 1,06 | 010 | 092-1,31 |0032| Aa | 1,08 | 024 0,73-1,49 | 0,558 | Bb 1,08 | 0,19 0,73-1,49 | 0,719
lnlgtr ss 096 | 013 | 0,75-1,21 aa 1,08 | 017 0,77-1,55 bb 1,09 | 0,21 0,87-1,55
Z.Score | S5 | 093 | 181 | -2,20-4,57 AA | -066 | 095 | -1,53-049 BB | 036 | 152 | -2,20-2,66
lumb Ss 023 | 082 | -93-1,86 |009% | Aa | 057 | 1,88 | -220-366 |0294| Bb | 050 | 1,59 | -2,24-366 | 0,789
= ss 027 | 1,33 | -2,24-1,72 aa 0,70 | 1,52 -2,24-4,57 bb 081 | 1,87 -1,35-4,57
T-Score SS 0,67 | 1,97 | -3,08-4,81 AA | 059 | 1,10 -1,74-0,50 BB | -011 | 1,36 -2,26-1,86
lumb Ss 008 | 097 | -1,302,26 | 0038 | Aa | 034 | 2,13 | -3,08370 |0538| Bb | 026 | 1,87 | -3,083,78 | 0,717
umbar ss 0,70 | 1,21 | -2,40-1,45 aa 031 | 157 -2,29-4,81 bb 042 | 1,78 -1,74-4,81
SvE SS 096 | 020 | 0,581,39 AA | 086 | 0,10 0,77-0,99 BB | 085 | 012 0,62-1,03
- | Ss 089 | 013 | 062-1,05 |0045| Aa | 092 | 021 056-1,39 | 0749 | Bb | 091 | 0,9 0,58-1,39 | 0,296
B ss 0,82 | 014 | 0,56-1,09 aa 092 | 017 0,58-1,31 bb 096 | 0,19 0,56-1,31
A, SS 1,04 | 1,34 | -1,38-373 AA | 001 | 065 | -0,39-098 BB | 027 | 093 | -1,34-143
- | Ss 033 | 099 | -1,34-1,67 |0052| Aa | 066 | 1,32 | -086-364 |0461| Bb | 078 | 1,30 | -1,38-3,64 | 0,498
=LRLEL ss 0,06 | 081 | -0,98-1,62 aa 0,84 | 1,27 -1,38-3,73 bb 0,88 | 1,34 -0,83-3,73
e SS 071 | 1,67 | -2,41-4,34 AA | 014 | 052 | -061-054 BB | -040 | 1,01 | -1,98-1,30
- : Ss | -009 | 092 | -1,98130 |0032]| Aa | 018 | 1,79 | -301-374 | 0683 | Bb | 024 | 1,48 | -2,413,74 | 0,120
=L ss 045 | 1,32 | -3,01-2,27 aa 042 | 1,50 -2,41-4,34 bb 0,78 | 1,78 -3,01-4,34
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Tabla 43. Parametros obtenidos mediante densitometrias (DMO (g/cm?), T-Score y Z-Score) a nivel lumbar y femoral, en funcion del genotipo de cada

uno de los polimorfismos estudiados (continuacion).

VDR-FokI ESR1-Pvull ESR1-Xbal
Parédmetro | SNP | Media | DE Min-Max p SNP | Media | DE Min-Max p SNP | Media | DE Min-Max p
omo | FF | 117 | 021 | 075155 PP | 113 | 019 | 087155 XX | 118 | 017 | 098149
o Ff | 105 | 019 | 073155 |0458| Pp | 102 | 019 | 073126 |0104| Xx | 105 | 015 | 077143 | 0175
umbar | g | 103 | 015 | 081-1,21 pp | 103 | 018 | 077155 wx | 105 | 022 | 073-155
7.5core | FF | 089 | 172 | -2,20-4,00 PP | 114 | 163 | -153-457 XX | 144 | 132 | 015366
s Ff | 028 | 155 | -224457 |0463| Pp | 001 | 143 | 224243 |o0062| Xx | 035 | 144 | 224300 | 0249
umbar | g | 053 | 1,71 | -2,00-2,66 pp | 011 | 158 | -2,20-400 wx | 041 | 1,80 | -2,20-457
T-Score | TF | 061 | 182 | -240-431 PP | 075 | 173 | -1,74481 XX | 122 | 146 | -0,52-3,78
s Ff | 005 | 174 | -3.09481 |0426| Pp | 024 | 174 | -308-1.86 | 0008 | Xx | 077 | 141 | 229326 | 0162
umbar-| g | -012 | 1,47 | -226-145 pp | 016 | 165 | -226431 wx | 006 | 201 | -308-481
omo | FF | 093 | 019 | 056132 PP | 095 | 020 | 058139 XX | 09 | 021 | 058139
. (| Ff | 0% | o017 | 062139 |oee0| Pp | 087 | 018 | 062128 |0363| Xx | 092 | 020 | 062132 | 0649
emora ff | 08 | 022 | 075131 op | 089 | 015 | 056-1,16 wx | 090 | 016 | 056-123
2.score | FF | 097 | 128 | -1,38-364 PP | o089 | 133 | -138373 XX | 080 | 1,06 | -1,38-2,05
; © | Ff | 063 | 130 | -134373 o348 | Pp | 044 | 146 | 134323 |0611| Xx | 070 | 153 | -134364 | 0979
emoral | ¢ | 010 | 065 | -0,66-0,89 bp | 068 | 100 | -086-2,24 wx | 070 | 111 | -086-373
Tscore | FF | 032 | 152 | 301321 PP | o058 | 168 | -241-434 XX | 049 | 156 | -241-374
L ;| Ff | 032 | 150 | -198374 (0934 | Pp | 030 | 142 | 198289 |0231| Xx | 028 | L73 | -198434 | 0916
emoral | g | 007 | 213 | -145-4,34 op | 027 | 136 | -301292 x| 025 | 142 | -301-356
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4.4.2.3. Polimorfismos genéticos y su correlacion con los marcadores de

remodelado 6seo

Mediante un test de ANOVA se ha analizado el posible efecto de los polimorfismos
genéticos estudiados y la concentracion de biomarcadores de remodelado éseo en los
pacientes del estudio. De todos los datos obtenidos Unicamente se muestran los
estadisticamente significativos: mayor concentracion de ALPo en pacientes con
genotipo AA del polimorfismo CTR-Alul (p= 0,040), mayor concentracion de NTX en
pacientes con genotipo PP del polimorfismo ESR1-Pvull (p< 0,001) y menor
concenrtacion de NTX en pacientes con genotipo heterocigoto Bb para el polimorfismo
VDR-Bsml (p< 0,001) (Tabla 44).

Tabla 44. Concentraciones de marcadores de remodelado 6seo (ALPo y NTX) en funcion de
determinados polimorfismos (CTR-Alul, ESR1-Pvull y VDR-Bsml).

CTR-Alul
Parametro | SNP | Media | DE Min-Max p

ALPo AA | 1528 | 6,75 | 10,20-24,80
) Aa | 12,75 | 6,25 | 5.00-34,30 | 0.040
Hg aa | 10,36 | 334 | 6,13-21,40

ESR1-Pvull
Parametro | SNP | Media | DE Min-Max p

PP 19,81 | 6,39 | 3,33-29,60

(m\'z'EéE) Pp | 837 | 436 | 2.76-15.20 | <0,001
pp 16,80 6,77 | 6,58-32,47
VDR-Bsml
Parametro | SNP | Media | DE Min-Max p
NTX BB 15,82 7,86 | 3,69-29,60
("M BCE) Bb 13,27 6,85 | 2,76-25,32 <0,001
bb 21,76 5,32 | 13,24-32,47

El resto de biomarcadores estudiados presentan variaciones discretas en funcion del
genotipo, cuyos resultados no se presentan por no tener la suficiente evidencia

estadistica para tenerlos en cuenta.
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4.5. OBJETIVO 5: Establecer la combinacién méas adecuada de marcadores de
remodelado 6seo y SNPs con las variables clinicas para el diagnoéstico y
seguimiento de la patologia 6sea en pacientes epilépticos.

Con el objetivo de elaborar un modelo que predijese la probabilidad o riesgo de
desarrollar osteopenia/osteoporosis en nuestro grupo de pacientes se ha realizado un
analisis de regresion logistica, tomando como referencia la Odds Ratio ajustada, con un
itervalo de confianza del 95%.

Para ello se consideré como variable dependiente, y objeto de estudio, la presencia
de osteopenia/osteoporosis en la primera visita segun los datos de DMO obtenidos en
las densitometrias (T-Score), teniendo en cuenta los criterios diagnésticos de la OMS.
Como variables independientes o covariables se han considerado una serie de variables
demograficas y clinicas recogidas en la primera visita, asi como los parametros
biogquimicos de remodelado 06seo y los polimorfismos estudiados. Haciéndose
combinaciones de los mismos se han elaborado diferentes modelos que finalmente se
comparan para obtener el mas eficiente de todos a la hora de predecir el desarrollo de la

patologia dsea.

Para la realizacion de un primer modelo de regresion logistica se han incluido las
variables clinicas que se consideran factores de riesgo para el desarrollo de
osteoporosis: sexo, edad, Indice de masa corporal (IMC), Hipertension arterial (HTA),
Diabetes Mellitus (DM), dislipemia, consumo de tabaco, enfermedades endocrinas,
antecedentes de osteoporosis y consumo de calcio (mg/dia) y vitamina D (Ul/dia) en la
dieta. Y como variables relacionadas con la epilepsia: tiempo de diagnostico de la
enfermedad en afios, tiempo de tratamiento en meses y tratamiento con FAE clasicos o

NUevos.

Inicialmente se ha realizado un analisis univariado incluyendo las variables
anteriormente citadas y relacionandolas con la DMO a nivel femoral (Tabla 45); todas
aquellas con una significacion p>0,15 se descartaron al comprobar con dicho analisis
que no mejoraban el rendimiento diagnéstico. Con aquellas variables con una p<0,15 se
realiza un analisis multivariado de regresion logistica incluyendo por tanto Unicamente
las variables HTA, DM, consumo de tabaco, tiempo de diagndstico de la epilepsia y
consumo de calcio y vitamina D en la dieta confirmandose que Unicamente la

hipertension arterial es un factor predictor del desarrollo de osteoporosis de forma
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independiente (p<0,05).

Tabla 45. MODELO I: Modelo de regresion logistica para el diagndstico de
osteopenia/osteoporosis, incluyendo variables clinicas y relacionadas con la epilepsia. Las
variables Sexo, HTA, DM, Dislipemia, consumo de tabaco y alcohol, enfermedades endocrinas,
antecedentes de osteoporosis y el tipo de FAE son variables dicotomicas (si/no).

UNIVARIADO MULTIVARIADO
VARIABLE OR (IC 95%) p OR (IC 95%) p
Sexo 0,90 (0,23-3,48) | 0,879
Edad (afios) 1,02 (0,98-1,06) | 0,236
IMC 1,03 (0,88-1,13) | 0,958
HTA 0,16 (0,02-0,93) | 0,042 0,05 (0,05-0,65) 0,021
DM 0,17 (0,22-1,41) | 0,103 0,66 (0,05-8,20) 0,748
Dislipemia 0,54 (0,12-2,46) 0,431
Tabaco 4,72 (0,55-39,93) | 0,154 4,85 (0,37-62,34) 0,225
Enf. endocrinas 0,81 (0,08-8,09) 0,860
Antecedentes 2,61 (0,30-22,71) | 0,382
osteoporosis
Calcio dieta (mg) 1,00 (1,00-1,04) 0,103 1,00 (0,99-1,00) 0,129
Vitamina D dieta (Ul) | 1,00 (0,99-1,00) 0,151 1,00 (0,99-1,00) 0,512
Ve ?aeﬁiis‘;‘g”é“ico 1,06 (0,99-1,13) | 0,077 1,05 (0,95-1,15) 0,315
trata-lr;?emn?: (dnieses) 1,00 (0,99-1,01) | 0,326
FAE clasico/nuevo 2,46 (0,64-9,46) | 0,188

Con los coeficientes no estandarizados obtenidos en el modelo de regresion logistica

se calcula la siguiente ecuacién para el Modelo I:

Logit(p)=-3,329 - 2,825 x HTA - 0,412 x DM + 1,580 x Tabaco + 0,002 x
Calcio Dieta - 0,002 x Vitamina D dieta + 0,050 x Tiempo diagnostico

Siendo Logit (p)=Ln [p/(1-p)], y donde p es la probabilidad de que un individuo
presente la caracteristica evaluada, es decir, la probabilidad de que un paciente presente

osteopenia/osteoporosis.
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Segun el coeficiente de determinacién de Nagelkerke obtenido (R?*=0,328) esta
ecuacion predice la aparicion de osteoporosis en un 32% (p=0,041).

Asimismo, se ha estudiado el papel de los marcadores bioquimicos de remodelado
6seo como predictores de osteoporosis mediante la realizaciobn de un analisis
univariado. Como puede verse en la Tabla 46 Unicamente la ALPo se incluye en el
analisis multivariado al considerarse que su inclusion puede mejorar el rendimiento
diagndstico del modelo. Finalmente vemos que tanto la HTA como la determinacion de
la concentracion del ALPo pueden considerarse factores predictores del desarrollo de
osteoporosis de forma independiente (p<0,05) (Tabla 46).

Tabla 46. MODELO II: Modelo de regresion logistica para el diagnéstico de
osteopenia/osteoporosis, incluyendo variables clinicas y marcadores bioquimicos de

remodelado 6seo.

UNIVARIADO MULTIVARIADO
VARIABLE OR (IC 95%) p OR (IC 95%) p
HTA 0,16 (0,02-0,93) | 0,042 0,05 (0,004-0,602) 0,018
DM 0,17 (0,22-1,41) 0,103 0,33 (0,02-4,94) 0,425
Tabaco 4,72 (0,55-39,93) | 0,154 4,82 (0,38-60,70) 0,224
Calcio dieta (mg) 1,00 (1,00-1,04) 0,103 1,00 (0,99-1,00) 0,112
Vitamina D dieta (Ul) | 1,00 (0,99-1,00) 0,151 1,00 (0,99-1,00) 0,895
Tiempo de diagnostico | 4 o5 9.1 13) | 0,077 1,05 (0,94-1,16) 0,338
(meses)
ALPo (ug/l) 1,09 (0,97-1,23) | 0,112 1,15 (1,00-1,33) 0,051
OC (ng/ml) 1,02 (0,95-1,10) | 0,493
PINP (ng/ml) 1,00 (0,97-1,03) | 0,606
B-CTX (ng/ml) 3,61 (0,21-61,85) | 0,375
NTX (nM BCE) 0,95 (0,87-1,04) 0,289

Con los coeficientes no estandarizados obtenidos en este modelo de regresion

logistica se calcula la siguiente ecuacion para el Modelo I1:

Logit(p)= -4,261 — 3,003 x HTA — 1,099 x DM + 1,573 x Tabaco + 0,003 x Calcio
Dieta + 0,001 x Vitamina D dieta + 0,051 x Tiempo diagnostico + 0,145 x ALPo
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Segtin la R® obtenida en el modelo dicha ecuacion predice la aparicion de
osteoporosis en un 41,2% (p=0.017)

Por Gltimo se ha estudiado la capacidad de los polimorfismos relacionados con el
metabolismo 6seo estudiados como predictores del desarrollo de patologia dsea. Para
ello se realiza un andlisis univariado estudiando los datos de DMO femoral obtenidos en
las densitometrias y expresados como T-Score y los resultados de los polimorfismos y
en funcion de los resultados de éste un analisis multivariado. Los resultados de ambos

se muestran en la Tabla 47.

Tabla 47. MODELO IIl: Modelo de regresion logistica para el diagnostico de
osteopenia/osteoporosis, incluyendo variables clinicas, marcadores bioquimicos de remodelado

6seo y polimorfismos éseos.

UNIVARIADO MULTIVARIADO
VARIABLE OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P

HTA 0,16 (0,02:0,93) | 0,042 0,04 (0,003-060) | 0,019

DM 0,17 (022-141) | 0103 | 084 (0048-1492) | 0,907

Tabaco 4,72 (055-39,93) | 0,154 | 851(045-15829) | 0,151

Calcio dieta 1,00 (1,00-1,04) | 0,103 1,00 (0,99-1,00) 0,122

Vitami(rl‘j‘d) dieta | 4 00(099-1,00) | 0,151 1,00 (0,99-1,00) 0,730

;;egrzggﬂ‘ii 1,06 (0,99-1,13) 0,077 1,05 (0,96-1,16) 0,359

ALPo (ug/l) 1,09 (0,97-1,23) | 0112 1,14 (0,97-1,33) 0,099

Alelos COL1AL-Spl | 031 (0,08-1,23) | 0,098 0,21 (0,030-1,60) | 0,135
Alelo ACTR-Alul | 0,78(021-291) | 0,720
Alelo P ESR1-Pvull | 1,68 (0,44-6,44) | 0,446
Alelo x ESR1-Xbal | 0,48 (0,05-4,31) | 0,519
Alelo B VDR-Bsml | 0,97 (0,18337) | 0,755
Alelo f VDR-Fokl | 0,87 (0,22-334) | 0,840

Como puede verse en dicha tabla el estudio del polimorfismo del gen del colageno
COL1A1-Spl es el unico que, tras realizar el analisis univariado, parace tener fuerza
como factor predictor del desarrollo de osteoporosis (p=0,098). Sin embargo, no puede

considerarse buen factor prondstico si lo consideramos de forma independiente
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(p=0,135). De todos las variables estudiadas, la Gnica que ha resultado mostrar utilidad
como herramienta en la prediccién de patologia 6sea de manera independiente es la
HTA (p=0,019).

Con los coeficientes no estandarizados obtenidos en el modelo Il de regresion

logistica se calcula la siguiente ecuacion:

Logit(p)= -4,494 - 3,146 x HTA - 0,172 x DM + 2,141 x Tabaco + 0,003 x
Calcio Dieta + 0,001 x Vitamina D dieta + 0,049 x Tiempo diagndstico + 0,132
x ALPo - 1,520 x Presencia del Alelo s COL1A1-Spl

Con dicha ecuacién, y segin el coeficiente de determinacién obtenido (R?=0,462), el
modelo diagnostico elaborado podria predecir un 46% de los casos de
osteopenia/osteroporosis.

Del mismo modo, se ha realizado el estudio estadistico teniendo en cuenta los datos
obtenidos en las densitometrias pero a nivel lumbar. En la Tabla 48 se muestran los
resultados obtenidos al realizar un analisis multivariado en el que se incluyen las
variables con una p<0,15 en el analisis univariado. En este primer modelo se analiza el
efecto de las variables clinicas y las relacionadas con la epilepsia sobre la probabilidad
de desarrollar osteopenia/osteoporosis, confirmandose en el modelo final que tanto el
sexo como el tipo de FAE (clasico/de nueva generacion) que estuviesen tomando los
pacientes resultaron predictores de patologia 6sea (p<0,05) y, aunque el IMC no es

significativo estadisticamente, parece tener cierta fuerza predictora (p=0,067).
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Tabla 48. MODELO IV: Modelo de regresion logistica para el diagndstico de
osteopenia/osteoporosis, incluyendo variables clinicas y relacionadas con la epilepsia, teniendo

en cuenta los resultados de las densitometrias a nivel lumbar.

UNIVARIADO MULTIVARIADO
VARIABLE OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P
Sexo 0,23 (0,07-0,73) 0,013 0,21 (0,04-0,91) 0,037
Edad (afios) 1,00 (0,97-1,04) 0,594
IMC 0,87 (0,76-0,99) 0,048 0,86 (0,74-1,01) 0,067
HTA 0,82 (0,13-4,96) | 0,837
DM 0,39 (0,051-3,03) | 0,372
Dislipemia 0,81 (0,21-3,10) 0,759
Tabaco 1,69 (0,47-6,03) 0,416
Enf. endocrinas 1,75 (0,18-16,83) 0,625
Antecedentes 0,81(0,21-3,10) | 0,759
0Steoporosis
Calcio dieta (mg) 1,00 (0,99-1,00) | 0,322
Vitamina D dieta (Ul) 1,03 (0,99-1,00) 0,160
Vleryze ?aeﬁig‘g”“tico 1,00 (1,02-1,16) | 0,009 1,04 (0,97-1,12) 0,218
trataE?emnfg (drﬁeses) 1,00 (0,99-1,01) | 0.069 0,99 (0,98-1,00) 0,766
FAE cléasico/nuevo 0,25 (0,08-0,79) 0,019 7,79 (1,44-41,91) 0,017

Con los coeficientes no estandarizados obtenidos en este modelo de regresion

logistica se ha calculado la siguiente ecuacion para el Modelo 1V:

Logit(p)= 2,345 — 1,55 x Sexo - 0,143 x IMC + 0,046 x Tiempo de diagndstico -

0,002 x Tiempo de tratamiento + 2,053 x FAE clasico/Nueva generacién

Segln el coeficiente de determinacién de Nagelkerke obtenido (R?=0,399) esta

ecuacion predice la aparicion de osteoporosis en un 39% (p=0,001).

Asimismo, se estudia la capacidad predictora de patologia 6sea tanto de los
marcadores bioquimicos (Tabla 49) como de los polimorfismos 6seos (Tabla 50), pero

en este caso estudiamos la presenci/ausencia del polimorfismo.
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Tabla 49. Estudio de regresion logistica para el diagndstico de osteopenia/osteoporosis a
nivel lumbar, incluyendo marcadores bioquimicos de remodelado 6seo.

UNIVARIADO
VARIABLE OR (IC 95%) P
ALPo (ug/l) 1,00 (0,89-1,11) 0,976
OC (ng/ml) 0,98 (0,92-1,05) 0,713
P1NP (ng/ml) 0,995 (0,97-1,02) 0,677
B-CTX (ng/ml) 0,53 (0,037-7,77) 0,645
NTX (nM BCE) 0,960 (0,89-1,03) 0,279

nivel lumbar, incluyendo el genotipado de los polimorfismos 6seos.

Tabla 50. Estudio de regresion logistica para el diagnéstico de osteopenia/osteoporosis a

UNIVARIADO
VARIABLE OR (1C 95%) P
COL1A1-Sp1 0,31 (0,09-1,08) 0,067
CTR-Alul 1,64 (0,25-10,74) 0,602
ESR1-Pvull 0,40 (0,13-1,25) 0,116
ESR1-Xbal 0,48 (0,16-1,44) 0,192
VDR-Bsml 0,57 (0,14-2,33) 0,441
VDR-Fokl 0,82 (0,13-4,96) 0,837

Como se puede observar en la Tabla 49, si tenemos en cuenta la masa 6sea a nivel
lumbar, ninguno de los marcadores bioquimicos de remodelado 0seo se puede
considerar un buen predictor de patologia 6sea por si s6lo ni como componente dentro
de un modelo al no mejorar el rendimiento diagnéstico del mismo. De los
polimorfismos estudiados, tanto el polimorfismo del receptor de estrogenos ESR1-Pvull
como el del coldgeno COL1A1-Spl presentan una p<0,15 en el analisis univariado
(Tabla 50) por lo que se incluyen como factores en el analisis multivariado junto con las
variables clincias sexo, IMC, tiempo de diagnostico de epilepsia y tiempo de
tratamiento y tipo de FAE. Los resultados de este se muestran a continuacién (Tabla
51), viendo que tanto el sexo como el tipo de FAE vy los polimorfismos COL1A1-Sply

ESR1-Xbal podrian considerarse herramientas Utiles para predecir el desarrollo de
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osteopenia/osteoporosis de ina forma independiente.

Tabla 51. MODELO V: Modelo de regresion logistica para el diagnostico de
osteopenia/osteoporosis, incluyendo variables clinicas y relacionadas con la epilepsia y

polimorfismos, teniendo en cuenta los resultados de las densitometrias a nivel lumbar.

UNIVARIADO MULTIVARIADO

VARIABLE OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P
Sexo 0,23 (0,07-0,73) | 0,013 0,18 (0,03-0,93) 0,041
IMC 0,87 (0,76-0,99) | 0,048 0,85 (0,71-1,02) 0,096
Uerze ?aeﬁ‘ég‘gnésmo 1,00 (1,02-1,16) | 0.009 1,05 (0,96-1,13) 0,233
tratamfemnfg ((:rf]feses) 1,00 (0,99-1,01) | 0.069 1,00 (0,99-1,01) 0,748
FAE clésico/nuevo 0,25 (0,08-0,79) 0,019 9,43 (1,55-57,48) 0,015
COL1A1-Spl 0,31 (0,09-1,08) | 0,067 0,17 (0,02-1,04) 0,055
ESR1-Xbal 2,47 (0,79-7,67) | 0,116 | 11,54 (1,80-73,74) | 0,010

A continuacion se calcula la ecuacion para el modelo V a partir de los coeficientes no

estandarizados obtenidos en el modelo de regresion:

Logit(p)= 1,676 — 1,71 x Sexo - 0,146 x IMC + 0,069 x Tiempo de diagndstico -
0,001 x Tiempo de tratamiento + 2,245 x FAE clasico/Nueva generacion —
1,763 x Presencia del polomorfismo COL1A1-Spl + 2,446 x Presencia del
polomorfismo ESR1-Xbal

Segtn el coeficiente de determinacién de Nagelkerke obtenido (R?=0,563) esta
ecuacion predice la aparicion de osteoporosis en un 56% (p<0,001), siendo el mejor de

todos los modelos elaborados.

Una vez elaborados los tres modelos para el estudio de patologia ésea a nivel femoral
(1, Iy 1), para estudiar su validez se analiza cdémo se ajustan a los datos para lo cual se
evalua el grado de calibracién y de discriminacion de cada uno de ellos. Se realiza el

test de Hosmer-Lemeshow, un test de bondad de ajuste que comprueba si el modelo
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propuesto explica los resultados observados en la variable de estudio
(osteopenia/osteoporosis). En nuestro caso, los tres modelos obtenidos se ajustan
correctamente (p>0,05) (Tabla 52). Asimismo, se ha evaluado la capacidad
discriminatoria de los modelos mediante el célculo del &rea bajo la curva (AUC),
obteniendose el estadistico ¢ (Tabla 52). Segun los resultados obtenidos los tres
modelos presentan capacidad discriminatoria (p<0,05), es decir, son capaces de

distinguir entre individuos en los que ocurre el evento estudiado y los que no

Ademas, se ha comparado la utilidad de los tres modelos mediante el calculo del IDI
(Integrated Discrimination Improvement) y la diferencia de areas (Tabla 53). De
acuerdo a los resultados obtenidos no existen diferencias significativas entre el modelo
con variables clinicas, el modelo con variables cinicas y ALPo y el modelo con
variables clinicas, ALPo y el polimorfismo del COL1A1-Sp1 respectivamente.

Tabla 52. Test de Hosmer-Lemeshow (H-L) y estadistico ¢ de los tres modelos de regresion

logistica obtenidos.

Estadistico ¢
Modelo H-L
AUC (1C95%) p
Modelo con variables 0,818
o 0,619 <0,001
clinicas (0,698-0,905)
Modelo con variables 0,865
clinicas y ALPo 0,764 (0,753-0,939) <0,001
Modelo con variables
clinicas, APLoy 0,875
polimorfismo COL1A1- 0,532 (0,765-0,945) <0,001
Spl
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Tabla 53. Diferencias de areas e IDI al comparar los tres modelos de regresion logistica.

Diferencia de areas IDI
Modelo
AUC o
(1C95%) p Valor (1C95%) p
Model iables clini I
odelo con vailla;b es clinicas (1) 0.047 - 0.063 s
. - (-0,050-0,145) ’ (-0,066-0,219) ’
Modelo con variables clinicas y ALPo (1)
Modelo con variables clinicas (I)
7
Vs 0.056 0,279 0076 0,104
Modelo con variables clinicas, APLoy (-0,045-0,160) (-0,034-0,309)
polimorfismo COL1A1-Sp1 (111)
Modelo con variables clinicas y APLo (1)
0,009 1
_ Vs _ ' 0.717 0,03 0.075
Modelo con variables clinicas, APLoy (-0,040-0,060) (-0,129-0,007)
polimorfismo COL1A1-Sp1 (111)
100 |-
80
60 |- J
40 -
[ — MODELO |
20k — MODELO Il
i —— MODELO IlII
O . 1 1 L l L L L l L L L l 1 1 1 l 1 1 1 l

o
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Figura 36. Curvas ROC de los tres modelos de regresién logistica obtenidos a nivel

femoral.

166




Resultados

Asimismo se ha analizado la capacidad predictora de osteopenia/osteoporosis a nivel

lumbar de los modelos 1V y V mediante el test de Hosmer-Lemeshow y como se puede

ver en la Tabla 54 éste nos indica que ambos modelos se ajustas correctamente, es decir,

explican los resultados observados en la variable de estudio (osteopenia/osteoporosis).

Ademas, se ha calculado el AUC de los mismos comprobando que tienen una adecuada
capacidad discriminatoria (AUC = 0,847 y 0,901). (Figura 37)

Tabla 54. Test de Hosmer-Lemeshow (H-L) y estadistico ¢ del modelo V.

Estadistico ¢
Modelo H-L
AUC (1C95%) P
Modeo IV: Modelocon |, 5qq 0,847 0<0,001
variables clinicas
Modeo V: Modelo con
variables clinicas y 0,901
polimorfismos 0,861 0,825-0,976) <0,001
(a nivel lumbar)

Por altimo, se han comparado los dos modelos obtenidos con los resultados de las

densitometrias a nivellumbar (Modelos 1V y V), comparando el AUC de ambos

modelos y calculando el IDI Integrated Discrimination Improvement). Tal y como

puede verse en la Tabla 55, no existen diferencias significativas entre los dos modelos,

teniendo ambos un adecuado AUC. En la figura 37 se muestran las curvas ROC de cada

uno de los modelos.

Tabla 55. Diferencias de areas e IDI al comparar los dos modelos de regresion logistica

obtenidos a nivel lumbar.

Diferencia de areas IDI
Modelo

AUC o

(1C95%) p Valor (1C95%) p

Modelo con variables clinicas (V)
Vs 0,05 0.045
) . 0,10 0,002
Modelo con variables clinicas y (-0,01-0,11) (-0,23-(-0,056)
polimorfismos (V)
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5. DISCUSION

La epilepsia es uno de los trastornos neurolégicos mas frecuentes, presente en todas
las sociedades y grupos de edad, estimando la OMS que alrededor de 50 millones de
personas en todo el mundo padecen o han padecido epilepsia en algiin momento de su
vida. Se trata de una patologia crdnica con un alto impacto social y, lo que es peor, con
un gran impacto sobre la calidad de vida tanto de las personas que la sufren como de sus
familiares (OMS, Febrero 2017). Ademas, la epilepsia es uno de los trastornos
neuroldgicos que con mas frecuencia requieren atencién urgente y una de los
principales motivos de ingreso hospitalario, suponiendo esto un gran impacto para el
sistema sanitario y econémico de un pais. Hay que tener en cuenta que el ingreso y/o
morbilidad de los pacientes epilépticos no solo se debe a la presencia de crisis
epilépticas sino también a los accidentes derivados de ellas.

Gracias al conocimiento y grandes avances realizados en farmacologia durante las
Gltimas décadas, actualmente se dispone de una gran variedad de farmacos
antiepilépticos que permiten que la mayor parte de enfermos epilépticos (70-75%) estén
bien controlados, disminuyendo asi la probabilidad de sufrir crisis epilépticas. Sin
embargo, sigue habiendo un porcentaje no desdefiable de pacientes en los que las crisis
epilépticas no cesan a pesar de seguir un tratamiento farmacologico adecuado; es lo que
se conoce como epilepsia farmacorresistente, y que la ILAE ha definido en el afio 2010
como aquella en la que fallan dos regimenes terapéuticos (adecuados y bien tolerados),
ya sea en monoterapia 0 en combinacion para lograr una libertad de crisis sostenida
@ar.

Una vez que un paciente es diagnosticado de epilepsia se debe seleccionar
cuidadosamente el tipo de FAE que se le ha de administrar atendiendo al tipo de
epilepsia y las caracteristicas del paciente (edad, sexo, peso, comorbilidad, etc...). Esta
eleccion resulta fundamental puesto que el tratamiento antiepiléptico deberd ser
administrado durante afios. El tratamiento en monoterapia parece ser mas efectivo,
puesto que por una parte facilita el cumplimiento del tratamiento y por otra disminuye

la posibilidad de aparicién de efectos adversos.

Uno de los efectos adversos mas conocidos asociados a la toma de FAE son aquellos
asociados a la salud désea. La asociacion entre la toma de FAE, el déficit de vitamina D

y las alteraciones en la salud 6sea se conocen desde 1968 e incluyen cambios en la tasa
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de recambio &seo, osteoporosis, alteraciones en la calidad del hueso y, lo maés
importante, mayor riesgo de presentar una fractura 6sea (178). Dichas alteraciones son
especialmente relevantes durante la nifiez puesto que esta es la etapa del desarrollo en la
que se presenta mayor tasa de mineralizacion 6sea e incrementan de dos a tres veces el
riesgo de fractura. Sin embargo, la patologia 6sea asociada a la toma de FAE no solo se
explica por el déficit de vitamina D; existen otras rutas metabolicas implicadas en la
pérdida de masa Osea asociadas a los diferentes mecanismos de accion de los FAE que
dan lugar a alteraciones del metabolismo 6seo y que acaban dando lugar a fracturas
osteopordticas.

Los mecanismos involucrados en la alteracion del metabolismo 6seo en estos
pacientes estd relacionado no soélo con factores exdgenos o de riesgo como el
tratamiento antiepiléptico, el estado nutricional, la actividad fisica o el estado puberal,
entre otros, sino también con factores enddgenos como la susceptibilidad de cada
individuo a padecer fracturas, o lo que es lo mismo, la susceptibilidad genética. La
osteroporosis y el incremento de la mortalidad asociado a sus principales facturas tienen
tal impacto que no deberia ser ignorado. El conocimiento de los factores genéticos
heredables y su interaccion con los agentes medio ambientales y farmacoldgicos pueden
ser la clave de una mejor prevencion y/o de la instauracion de una terapia adecuada que

evite el efecto final de la misma, que son las fracturas.

Por tanto, siguiendo esta linea, seria de gran utilidad para el clinico disponer de
informacion y herramientas que le permitiesen realizar un mejor diagnostico no solo de
la epilepsia, como patologia base, sino del riesgo de pérdida de masa 0sea y en su
estadio final riesgo de desarrollar osteoporosis como patologia asociada, pudiendo
poner a su alcance la posibilidad de establecer tratamientos preventivos en aquellas
personas clasificadas como de alto riesgo y disminuir, por tanto, el riesgo de fracturas

osteroporoticas.

5.1. Analisis descriptivo de las caracteristicas demogréaficas y clinicas de una

poblacion de pacientes epilépticos de la Region de Murcia.

La cohorte de estudio incluida en esta Tesis Doctoral ha sido reclutada en la Unidad

de Epilepsia del Servicio de Neurologia del Hospital Clinico Universitario Virgen de la
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Arrixaca de Murcia, a la cual dichos pacientes acuden de manera rutinaria para el
seguimiento de su patologia.

El grupo de estudio, compuesto por 64 pacientes, estaba formado por 42 hombres y
22 mujeres y la media de edad global fue de 41,55 afios, con un rango de edades
comprendido entre los 19 y los 82 afios. Lo descrito en la bibliografia en cuanto a la
proporcion de la epilepsia por género, tanto en Espafia como a nivel mundial, es que no
existen diferencias significativas de prevalencia de la enfermedad entre hombres y
mujeres; sin embargo en nuestro grupo de estudio si observamos un mayor predominio
de hombres (65,6%) que de mujeres (34,4%), hecho que coincide con los datos
publicados en 2011 por Pato et al. en su estudio sobre los costes de la epilepsia en
Espafia (179) asi como con otros articulos de prevalencia publicados en Europa (180).
Respecto a la edad, la mayor proporcion de participantes tenian entre 20 y 40 afios,
encontrandose ademas un discreto aumento del nimero de pacientes alrededor de los
50-60 afios. Nuestros datos no parecen ajustarse a la distribucién bimodal descrita y
aceptada por la comunidad cientifica, que hace referencia a dos picos de mayor
frecuencia de la enfermedad, el primero en la infancia y adolescencia y el segundo
alrededor de la sexta década de la vida, con un descenso durante la edad media. Este
segundo pico de prevalencia de la enfermedad sélo se refleja en los paises
desarrollados, debido principalmente a la mayor esperanza de vida de la poblacion
respecto a los paises en vias de desarrollo (181). El planteamineto de nuestro estudio
presenta dos caracteristicas que hacen que la distribucion por edades no pueda ajustarse
a una distribucion bimodal; por un lado, todos los pacientes incluidos en nuestro estudio
debian haber cumplido la mayoria de edad por lo que el pico presente en la infancia no
puede quedar reflejado aunque si se observa un aumento del nimero de pacientes
proximos a la adolescencia; y por otro, a partir de los 60 afios la proporcién de pacientes
en nuestro estudio cae bruscamente, lo cual puede ser debido a la limitacion de
movilidad que suelen presentan las personas de edad avanzada que les dificulta los
desplazamientos y con ello la posibilidad de acudir a las visitas establecidas en nuestro

estudio, tanto médicas como para la realizacion de densitometrias.

Todos los participantes del estudio habian sido diagnosticados de epilepsia siguiendo
criterios clinicos y apoyandose en datos encefalogréficos y radiologicos, clasificandose
ésta en genética (21,9%), estructural (54,7%) o desconocida (23,4%) segun la Gltima

clasificacién de la ILAE. Esta distribucién es légica y en concordancia con lo
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encontrado en la literatura si tenemos en cuenta que la causa estructural es, por el
momento, la més facil de diagnosticar mediante la realizacién de pruebas de imagen
(182). Hasta hace pocos afios en ocasiones era complicado encontrar el origen de las
crisis epilépticas cuando no se hallaba una causa estructural, por lo que el nimero de
epilepsias de casusa desconocida era alto; sin embargo, el avance en el conocimiento y
en las técnicas de diagndstico genético ha ido aumentando paulatinamente el nimero de
casos clasificados como epilepsias de origen genético, debido a la identificacion del gen
responsable.

Una vez diagnosticados de epilepsia, la eleccion del abordaje terapéutico depende del
tipo de epilepsia y tipos de crisis epilépticas que se presenten, de las caracteristicas
individuales de cada paciente (edad, género y comorbilidades, entre otros), el
mecanismo de accion de los FAE, su farmacocinética, posibles interacciones y
reacciones adversas asociadas. Todos los participantes del estudio llevaban un
tratamiento antiepiléptico crénico que debian estar tomando durante, como minimo, 12
meses antes del comienzo del estudio. De los diferentes farmacos disponibles en el
mercado hasta la fecha, el mas ampliamente empleado por nuestros pacientes fue el
Levetiracetam (46,8%), uno farmaco comercializado en nuestro pais alrededor del afio
2000 y clasificado como de nueva generacion. Segun los datos de consumo publicados
por la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios en Septiembre de
2017, el uso de este farmaco en nuestro pais ha mostrado un aumento progresivo desde
2006 hasta finales de 2016 (26), lo cual parece responder a su buen perfil
farmacocinético y pocos efectos adversos asociados (183). El levetiracetam es un FAE
de amplio espectro, eficaz para el control de las crisis tanto en adultos como en nifios
que permite mejorar sustancialmente la calidad de vida del paciente (184). Del resto de
FAE de nueva generacion unicamente estaban representados en nuestro grupo de
estudio el Acetato de eslicarbazepina y la Lacosamida, que en conjunto suponian un
7,9% de todos los FAE. Ambos son farmacos de reciente comercializacién que
solamente llevan en el mercado unos 6-7 afios, periodo muy corto para que aun se haya
extendido su uso entre la poblacion. Dentro del grupo de los FAE clasicos, que en total
suponen un 45,3%, el mas empleado es el Acido valproico (28,1%) y a pesar de ser
menos utilizado que el Levetiracetam, sigue siendo uno de los FAE mas empleados en
la actualidad. Fenitoina y Carbamazepina, que en conjunto suponen el 17,2%, son FAE

clasicos cada vez menos utilizados ya que a pesar de ser eficaces en su efecto
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antiepiléptico van siendo sustituidos por FAE de nueva generacion que, a priori, son
mas eficaces y llevan menos efectos adversos asociados. En esta misma linea se
muestran los datos recogidos en el Area Oeste de Malaga en el afio 2015 (185). A dia de
hoy no se puede decir que, segun los estudios realizados y los datos publicados por
diferentes grupos en diferentes partes del mundo, se haya logrado una mejora sustancial
en el pronostico a largo plazo de la epilepsia con los nuevos FAE, y son pocos los
pacientes con crisis epilépticas que han quedado asintomaticos. Lo que si parece
haberse logrado con la aparicién de los nuevos FAE es una disminucion en la frecuencia
de los ataques, conseguir una mayor tolerancia y seguridad y una mejora en los aspectos
farmacol6gicos. Ademas parece haberse demostrado que cualquiera de los nuevos FAE,
aun presentando la misma tasa de eficacia, es efectivo en segmentos diferentes de la
poblacion epiléptica (186).

Como era de esperar, tanto el tiempo de diagnostico de la epilepsia como el tiempo
de tratamiento con FAE es mayor en aquellos pacientes que estan bajo tratamiento
antiepiléptico con FAE clasicos que aquellos que toman FAE de nueva generacion.
Como se ha dicho anteriormente, los nuevos FAE han ido surgiendo durante los Gltimos
afios en un intento de evolucionar en el campo del tratamiento antiepiléptico; asi, en las
Gltimas dos décadas se han comercializado en nuestro pais alrededor de quince nuevos
FAE que han incrementado notablemente las opciones del tratamiento de la epilepsia
gracias al conocimiento de nuevos mecanismos de accion con capacidad antiepiléptica
como la inhibicion de canales de sodio dependientes de voltaje (Lamotrigina,
Zonisamida o Topiramato), acciones a nivel del neurotransmisor GABA (Topiramato o
Vigabatrina), inhibicién de canales de calcio o potasio (Levetiracetamn), etc... 0 a la
aparicion de nuevos FAE disefiados como andlogos o derivados de otros FAE ya
existentes (187). Estd comprobado que dichos FAE presentan un espectro de accién mas
amplio y una mejor tolerabilidad con la aparicion de menos efectos secundarios graves,
siendo su metabolismo, independiente de la induccion de los sistemas enzimaticos
hepéticos, su mayor ventaja frente a los FAE clasicos (188). Sin embargo, hasta el
momento, todos los FAE adolecen del mismo problema y es que contindan siendo
farmacos que tratan la consecuencia de la epilepsia, es decir, son farmacos anti-crisis,
sin que se haya demostrado impacto ninguno por el momento frente al proceso causal

de las mismas, la epileptogénesis.

Uno de los efectos secundarios del tratamiento a largo plazo con FAE es la variacion
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del peso corporal. Varios estudios defienden la idea de que el tratamiento cronico con
Acido valproico conlleva un aumento del peso corporal debido a que produce efectos
desfavorables sobre el perfil lipidico, entre ellos la disminucion del colesterol unido a
lipoproteinas de alta densidad (HDL) y el aumento de los niveles de triglicéridos
(189,190). Por el contrario, otros FAE de nueva generacion como el Topiramato se
asocian a una pérdidas de peso, tanto en la infancia como en pacientes adultos (191). En
cuanto a otros FAE como Carbamazepina o Fenitoina hay poca informacién publicada y
en caso de haberla es contradictoria (192) mientras que Levetiracetam o la Lamotrigina,
dos de los FAE de nueva generacién mas extendidos, parecen tener un efecto neutro
sobre el perfil lipidico y el peso corporal (193). En nuestro grupo de estudio el IMC
medio (27,05) sobrepasa los limites establecidos para el normopeso (18,5-24,9), es
decir, los pacientes incluidos en el estudio presentan sobrepeso aunque no llegan a
alcanzar la obesidad. Sin embargo, no se puede decir que el tratamiento antiepiléptico
sea responsable por si mismo de dicho sobrepeso ya que en Espafia un 35,7% de la
poblacion presenta sobrepeso segun datos publicados en la Encuesta Europea de Salud
en Espafia en el afio 2016 (194), hecho que se relaciona en primera instancia con el
sedentarismo y los malos habitos alimentarios. En la cohorte estudiada un 46,8% de los
pacientes no realiza ejercicio fisico o lo hace esporadicamente (Tabla 12) lo cual puede
explicar el mayor IMC encontrado. Este dato es similar a la tasa de sedentarismo a nivel
nacional (44,44%) segun datos del afio 2014, y también se ajusta a los datos publicados
en 2016 referentes a la Region de Murcia (44,47%), una de las comunidades junto con
Castilla La Mancha que mayor tasa de sedentarismo presenta (195). Ademas, se ha
analizado también el comportamiento del peso corporal frente al tratamiento con
diferentes FAE, y a pesar de que el IMC de aquellos en tratamiento crénico con Acido
valproico es mayor (27,68) que los que reciben FAE diferentes a éste (26,81), la
diferencia encontrada no es estadisticamente significativa por lo que dicha diferencia no
puede explicarse simplemente por el efecto de dicho farmaco sobre la salud, sino que
debe haber otros factores que intervengan. Es posible que aunque se observe cierta
diferencia de IMC el pequefio tamafio muestral haya hecho que la diferencia no sea
mayor aunque si que deje ver una mayor tendencia hacia el sobrepeso en aquellos

pacientes tratados con Acido valproico.

En cuanto a los habitos toxicos de los pacientes que forman el grupo de estudio, un

28,1% consumen tabaco, mientras que s6lo un 3,1% consume alcohol de manera
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habitual. En lo que se refiere al consumo de tabaco los datos obtenidos en nuestro grupo
de estudio son ligeramente superiores a los datos oficiales publicados por el Instituto
Nacional de Estadistica en 2016, que cifra en un 23% el nimero de sujetos fumadores
en toda Espafa en el afio 2014 y en un 23,95% en 2017, siendo dicha tasa mayor en
hombres (27,6%) que en mujeres (18,6%) (194). Sin embargo, la Regién de Murcia,
junto con Extremadura, es una de las Comunidades Autbnomas con una mayor tasa de
fumadores (195) por lo que el porcentaje de fumadores se eleva ligeramente respecto a
la media nacional, ascendiendo hasta un 25,56% en el afio 2014. Estos datos, junto con
el hecho de que el 65,6% de los participantes de nuestro grupo de estudio fueran
hombres y por tanto, mayores consumidores de tabaco, hacen que el porcentaje de
fumadores de nuestro grupo concuerde con los datos publicados y por tanto, representen
adecuadamente el conjunto de la poblacion. Respecto al consumo de alcohol, un 3,1%
de los participantes admitieron consumir alcohol a dosis perjudiciales (mas de 3
unidades al dia o mas de 21 unidades a la semana, conteniendo cada unidad unos 8
gramos de alcohol aproximadamente) porcentaje que supera la media nacional situada
en un 1,6%, segun datos del afio 2014 (194,195). Al igual que el consumo de tabaco, el
consumo de alcohol es mayor entre los hombres (2,0%) que entre las mujeres (1,2%), y
a pesar de que a nivel nacional el porcentaje de riesgo de consumo de alcohol ha
disminuido en Espafia en los ultimos afios, los datos recogido hasta el afio 2014
muestran un aumento de dicha tasa tanto en Murcia como en Extremadura (195,196). Es
bien conocido que la ingesta excesiva de alcohol puede provocar la aparicion de crisis
epilépticas y esta demostrado que el riesgo de provocar una crisis aumenta con ingestas

que superan los 50 gramos de alcohol al dia, siendo este efecto dosis-dependiente (197).

Diferentes autores han estudiado la relacion entre la epilepsia y diferentes
enfermedades autoinmunes como el Lupus eritomatoso sistémico (LES) o la Diabetes
Mellitus (DM) entre otros. Mei-Sing Ong et al analizaron dicha asociacion en mas de
dos millones y medio de pacientes de Estados Unidos concluyendo que aquellos
pacientes con DM tipo 1 presentaban un riesgo cinco veces mayor de desarrollar
epilepsia frente a la poblacion general y que este riesgo es especialmente pronunciado
en nifios (198). No esta claro aun el mecanismo que relaciona ambas situaciones
clinicas; actualmente, las principales hipétesis que expuestas en la bibliografia
encontrada plantean la posibilidad de que la aparicidn de la epilepsia en pacientes con

enfermedades autoinmunes pueda ser debida a multiples factores fisioldgicos, entre
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ellos anomalias inmunitarias, factores metabolicos, mutaciones genéticas o incluso que
dicha asociacion sea atribuible al componente inflamatorio de dichas enfermedades. Sin
embargo, también es posible que la epilepsia, entendida como la aparicion de méas de
dos crisis epilépticas, sea consecuencia de complicaciones vasculares a nivel central
(lesiones microvasculares en el cerebro, dafo cerebral focal...), cominmente asociadas
a muchas enfermedades autoinmunes, entre ellas las DM tipo 1 (199). En la cohorte
estudiada en esta Tesis Doctoral, el 6,2% de los pacientes incluidos presenta DM, dato
acorde con la media a nivel nacional (6,8%) publicada en distintas encuestas
poblacionales (194,195). Por tanto, a pesar de lo anteriormente expuesto, en nuestra
poblacién, representativa de la poblacion de la Region de Murcia, no parece haber
relacion ninguna entre la epilepsia y la DM, por lo que coincidiendo con la mayoria de
autores, creemos necesario la realizacion de mas estudios que ayuden a dilucidar la

relacién entre ambas condiciones.

Respecto a la tension arterial, tan solo un 9,4% de los pacientes incluidos en nuestro
estudio se consideran hipertensos, siendo este porcentaje bastante inferior a la media
poblacional en Espafa que se estima en un 42,6% segun un estudio publicado en el afio
2016 (200). El bajo porcentaje de pacientes hipertensos puede deberse a la media de
edad del grupo (42,04 afios), bastante por debajo de la edad a la que la situacion de
hipertension es mas frecuente. Segun los datos publicados en dicho trabajo el porcentaje
de pacientes con hipertension aumenta radicalmente a partir de los 45 afios, siendo hasta
entonces de un 17,2%. La prevalencia es mayor en hombres que en mujeres a todas las
edades hasta que se rebasan los 70 afios, momento en el cual la prevalencia es mayor en
mujeres que en hombres. En el trabajo previamente mencionado, que incluye mas de
10.000 adultos, tan solo un 3,3% de las mujeres de entre 18 y 30 afios es hipertensa,
aumentando dicho porcentaje hasta un 10,0% al incluir mujeres de hasta 45 afos. En los
hombres dichos porcentajes aumentan, pasando de 16,7% a 27,4% en menores de 45
afios (200).
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5.2. Determinar la frecuencia genotipica de los polimorfismos de los genes VDR,
ER, CTR y COL1Al en pacientes epilépticos y compararlas con las
frecuencias genotipicas encontradas en la poblacion general y/o en pacientes
con otras patologias.

Como ya se ha mencionado en varias ocasiones a lo largo de esta Tesis Doctoral, la
osteoporosis en una patologia de origen multifactorial y multigénico. Son muchos los
factores de riesgo que intervienen en el desarrollo de la enfermedad y es la combinacién
de ellos lo que determina la severidad de la misma y la respuesta al tratamiento. Dentro
de estos factores de riesgo se incluyen variantes alélicas de genes candidatos asociados
a la DMO baja y otros fenotipos implicados en la patogénesis de la enfermedad. Dichos
factores de riesgo genético seran transmitidos de una generacion a la siguiente pero su
expresion fenotipica dependerd de la interaccion con otras variantes génicas y con
factores ambientales. Mas de mil publicaciones acerca de la genética asociada a la

osteoporosis durante las ultimas dos décadas avalan la importancia del tema.

Uno de los posibles factores de riesgo que puede intervenir en el desarrollo de la
osteoporosis es la presencia de ciertas enfermedades asociadas, centrando la atencion en
este caso en la epilepsia y el tratamiento cronico asociado a la misma. Se han
considerado los siguientes genes potencialmente candidatos que podrian estar asociados
a la osteoporosis en el grupo de estudio: dado que la vitamina D y las hormonas
sexuales son importantes reguladores de la funcién de las células 6seas y que su accion
estd mediada por receptores que actian como mediadores transcripcionales, los genes
que codifican para tales receptores han sido considerados importantes candidatos para la
determinacion del riesgo de osteoporosis. Los genes COL1Al y COL1A2
(principalmente el primero) que codifican para el colageno, principal proteina
estructural del hueso, también presentan polimorfismos que en algunos fenotipos estan
asociado a la masa Osea. Asi mismo, la calcitonina es una de las proteinas con
importante funcion en la regulacion de la funcidén osteoclastica y, por tanto, en la
resorcion Osea. Por tanto, su receptor, presente de forma abundante en los osteoclastos

es otro de los genes candidatos como determinantes de la masa Osea.

A continuacion se hablard una a una sobre las frecuencias genotipicas de los
polimorfismos estudiados en nuestra poblacion, y se compararan los resultados

obtenidos con los resultados publicados en poblacion sana. Para comparar ambas
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poblaciones se han usado en los polimorfismos VDR-Bsml, VDR-Fokl, ESR1-Pvull y
ESR1-Xbal los datos de la poblacion CEU del proyecto GENOMOS 1000 que incluye
sujetos residentes en el estado de Utah con antepasados europeos. Para los
polimorfismos no incluidos en dicho proyecto se han usado: en el anlisis del
polimorfismo CTR-Alul los datos de la poblacidn europea de un metaanalisis publicado
en 2015 (176) y para el polimorfismo del coldgeno COL1A1-Spl los datos de una
cohorte de Barcelona incluidos en un estudio multicéntrico (estudio GENOMOS)
publicado en 2006 (72).

5.2.1. Polimorfismos del receptor de la vitamina D

La vitamina D estd implicada en multiples aspectos de la fisiologia humana y los
polimorfismos del receptor de vitamina D (VDR) estan asociados a una variedad de
trastornos neuropsiquiatricos. Aunque la deficiencia de vitamina D es altamente
prevalente en pacientes con epilepsia y la evidencia convergente indica un papel para
ésta en el desarrollo de la epilepsia, no hay datos disponibles sobre la posible relacion

entre la epilepsia y las variaciones genéticas de VDR.

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral revelan que las frecuencias
genotipicas para el polimorfismo VDR-Bsml obtenidas en poblacién epiléptica
coinciden con las frecuencias genotipicas de la poblacién sana, siendo el genotipo
predominante el heterocigoto Bb (51,6%), seguido del genotipo homocigoto bb (31,3%)
y por ultimo, el genotipo homocigoto salvaje BB (17,2%), y aungue los porcentajes
varien ligeramente la proporcion se mantiene en ambas poblaciones. Esto quiere decir
gue en nuestra poblacion no se ha encontrado asociacion entre el polimorfismo VDR-

Bsml y la epilepsia.

Del mismo modo, estas frecuencias genotipicas concuerdan con las frecuencias
genotipicas obtenidas en diferentes poblaciones de la region de Murcia que padecen
determinadas patologias, tanto en una cohorte de pacientes diabéticos como en un grupo

de pacientes sometidos a trasplante renal.

Teniendo en cuenta que poblaciones geograficamente distantes asi como las
diferentes etnias presentan variaciones considerables en cuanto a las distribuciones

genotipicas de los distintos polimorfismos, se han comparado los resultados de nuestra
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poblacién con resultados de poblaciones epilépticas de otros paises y/o continentes. Asi
pues, nuestros datos coinciden con los de otros estudios publicados en los que se llega a
la conclusion de que no existe relacion entre el polimorfismo VDR-Bsml y la epilepsia;
sin embargo, las frecuencias genotipicas varian con respecto a los datos de otras
poblaciones. En el caso de un estudio realizado en Malasia en un grupo de 87 nifios de
entre 4 y 18 afios el genotipo predominante es el bb (66,66%) seguido del Bb (27,58%)
y del BB (5,74%) (201), mientras que los resultados publicados por Jiang et al de su
grupo de pacientes de origen chino muestran frecuencias genotipicas diferentes respecto
a las recientemente citadas y respecto a las de nuestro grupo de estudio (BB: 87,8%; Bb
8,5%, bb: 3,7%) (202), pero en ningun caso encuentran asociacién entre el
polimorfismo vy la epilepsia. Esta diferencia de frecuencias genotipicas puede deberse,
como hemos dicho, a la diferencia entre las distintas etnias y zonas geograficas del

mundo estudiadas.

En cuanto al polimorfismo VDR-Fokl, por el momento menos estudiado que el
Bsml, tampoco se ha encontrado asociacion con la epilepsia siendo las frecuencias
genotipicas similares a las de la poblacion control (poblacion CEU). En este caso el
genotipo menos frecuente es el homocigoto para el polimorfismo Fokl (ff: 9,4% vs
7,8%), y el mas frecuente el heterocigoto (Ff: 51,6% vs 45,5%). Dicha distribucion
coincide también con los datos publicados en el estudio de casos/controles en poblacion
caucasica (203) y en poblacion francesa (204). Sin embargo, en un estudio realizado en
poblacion asiatica con epilepsia en el 16bulo temporal, la epilepsia focal mas frecuente,
si establecen relacion entre dicho polimorfismo y la enfermedad al encontrar una mayor
proporcion de individuos con genotipo heterocigoto Ff (57,3%) en el grupo control que
en el grupo de pacientes epilépticos (41, 5%), concluyendo que dicho genotipo podria
asociarse con cierta condicion de neuroproteccion (202). Sin embargo, al ser pocos los
estudios realizados en este tipo de patologia, y ser las poblaciones muy diferentes entre
si, podria ser aventurado aceptar dicha afirmacion por lo que seria necesario seguir

investigando en esta linea.

Al comparar los resultados de nuestra poblacion epiléptica con resultados de
poblacion de la misma zona geografica pero con distintas patologias encontramos
diferencias notables con el grupo de pacientes trasplantados renales en los que la
frecuencia del genotipo FF (60,58%) es mayor que la de genotipo heterocigoto Ff
(32,69%) y que la del homocigoto para el polimorfismo ff (6,73%) (205). Esta
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diferencia, no atribuible a la diferencia de procedencia del grupo de pacientes, podria
suponer una diferente predisposicion de los mismos frente a alguna situacion
relacionada con su enfermedad, ya que la vitamina D juega un papel fundamental en
dichos pacientes en relacion al hiperparatiroidismo secundario resultante de su

disfuncién renal.

En cuanto al grupo de pacientes de la Region de Murcia con DM, no se encuentran
diferencias en la distribucion genotipica del VDR-Fokl (206).

En ninguno de los dos polimorfismos estudiados existen diferencias significativas
entre sexos, siendo las frecuencias genotipicas de hombre y mujeres similares. Sin
embargo, si observamos un mayor nimero de hombres con genotipo homocigoto FF
(47,6%) que de mujeres (22,7%).

5.2.2. Polimorfismos del receptor de estrogenos

La relacion entre las hormonas sexuales, la epilepsia y los farmacos anticonvulsivos
es muy compleja y afecta tanto a hombres como a mujeres. A dia de hoy esta
demostrado que las personas epilépticas presentan mas frecuentemente disfuncion
sexual, disminucion de la fertilidad, menopausia prematura y sindrome de ovario
poliquistico que las personas sanas (207). Asi mismo, también estd descrito en la
bibliografia que las hormonas sexuales femeninas y masculinas influyen en la
excitabilidad neuronal de modo que pueden influir en la severidad y frecuencia de
aparicion de las crisis epilépticas (208). Las hormonas sexuales femeninas, progesterona
y sus metabolitos, tienen mayor efecto anticonvulsivante mientras que los estrégenos
son mayormente proconvulsivos. Las fluctuaciones mensuales en los niveles
hormonales de estrogenos y progesterona son la base de la epilepsia catamenial, que se
define como el cambio de frecuencia de crisis epilépticas que acompafian al ciclo
menstrual (209).

Los mecanismos por los cuales las hormonas sexuales interfieren en la excitabilidad
neuronal pueden ser mecanismos intracelulares o mecanismos mediados a través de
receptores de membrana, siendo estos ultimos los mas relevantes en la epilepsia. Los
receptores de estrogenos pueden ser de tipo a o B (ER-a 0 ER-B). Se postula ademas que

los FAE inductores enzimaticos modulan las vias de sefalizacion de androgenos y
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estrogenos en el hipocampo dando lugar a trastornos mentales y reproductivos, hecho
contrastado en pacientes con epilepsia del 16bulo temporal (210).

Sobre el receptor de estrégenos se han analizado dos polimorfismos ESR1-Pvull y
ESR1-Xbal. En el primero de ellos (ESR1-Pvull) se han encontrado diferencias notorias
en cuanto a la distribucion de frecuencias genotipicas en comparacion con la poblacion
sana de modo que en pacientes epilépticos el genotipo méas frecuente es el homocigoto
silvestre PP, presentandolo un 46,9% de la poblacion frente a un 33,6% de los pacientes
sanos de la poblacion CEU. Por el contrario, el genotipo heterocigoto Pp es el mas
frecuente en la poblacién sana (53,1%) mientras que tan solo supone un 21,9% de los
pacientes epilépticos, siendo el porcentaje restante pacientes con genotipo homocigoto
para el polimorfismo (31,3% en pacientes epilépticos frente al 15% en pacientes sanos).

Asimismo, se han encontrado diferencias en cuanto a las frecuencias genotipicas del
polimorfismo ESR1-Xbal entre poblacion epiléptica y poblacion sana de manera que
para esta Ultima el genotipo mas abundante es el genotipo XX suponiendo un 48,1%
frente al 15,6% de la poblacion epiléptica, invirtiendose los proporciones en las
frecuencias del genotipo homocigoto para el polimorfismo ESR1-Xbal (xx),
presentandolo un 45,3% de los pacientes epilépticos frente a un 9,3% de los pacientes
de la poblacion CEU. El porcentaje de pacientes epilépticos con genotipo heterocigoto
es similar en ambas poblaciones (39,1% de pacientes epilépticos vs 42,6% de pacientes

sanos).

Todo esto nos lleva a pensar que puede existir una asociacién entre dichos
polimorfismos y el desarrollo de la epilepsia. Atendiendo a la bibliografia consultada es
posible que estas diferencias en la distribucion de frecuencias genotipicas entre ambas
poblaciones tenga una explicacion fisioldgica. Sundermann et al analizaban en su
metaanalisis publicado en 2010 la relacion entre los polimorfismos del receptor de
estrégenos vy las alteraciones en cuanto a salud mental. Dichos autores analizaron los
resultados de veinticinco articulos publicados entre 1995 y 2009 llegando a la
conclusion de que la presencia de los alelos p y x de los polimorfismos ESR1-Pvull y
ESR1-Xbal respectivamente confiere riesgo de deterioro cognitivo (211), si bien es
cierto que encontraban ciertas incongruencias que los mismos autores achacaban a la
diferencia de etnias analizadas en su metaanalisis. A pesar de que dicho estudio se

centra en el deterioro cognitivo y no en la epilepsia, esta Gltima es un tipo de desorden
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neuroldgico de modo que siguiendo la misma idea se podria explicar, en el caso del
polimorfismo ESR1-Xbal, la mayor proporcién del genotipo xx en pacientes epilépticos
que le conferiria mayor riesgo de sufrir crisis epilépticas frente a la poblacién sana. Sin
embargo, no se podria explicar en base a esto la prevalencia del genotipo PP en sujetos
epilépticos.

Cuando comparamos las frecuencias genotipicas de nuestra poblacion con las
frecuencias obtenidas en otras poblaciones proximas geograficamente observamos que
dichas proporciones se mantienen en el caso de pacientes con fallo renal sometidos a
trasplante (205), mientras que varian significativamente de las de la poblacion de
pacientes afectos de DM, poblacion en la que los genotipos méas frecuentes son el
heterocigoto Pp para el polimorfismos ESR1-Pvull (54,5%) y el heterocigoto Xx para el
polimorfismo ESR1-Xbal (50%) (206).

5.2.3. Polimorfismo del receptor de calcitonina

Pocos son los estudios que relacionan los efectos de la calcitonina y su receptor con
la epilepsia. La calcitonina es una hormona producida por las células C del tiroides
involucrada en los mecanismos de regulacion de los niveles de calcio en el organismo.
Distintos autores han postulado que dichos mecanismos podrian estar involucrados en la
aparicion crisis epilépticas con el desarrollo de convulsiones mioclonicas y que quiza,
los suplementos nutricionales de calcio y vitamina D podrian ayudar a prevenirlas
(212). Ademas, en un estudio realizado en ratas por Aksoy et al afirmaban que dicha
hormona parece tener efecto positivo sobre el control del dolor neuropatico y cronico de
manera similar a como determinados FAE como la PGB, GBP o CBZ ejercen su efecto
anticonvulsivo, de modo que podria tener un efecto positivo sobre las convulsiones
(213).

En nuestro estudio, la frecuencia del genotipo wild type (AA) es la menos frecuente
(7,8%), siendo el mas extendido el genotipo homocigoto para el polimorfismo (aa:
59,4%), haciéndonos pensar que dicho polimorfismo pueda suponer alguna desventaja
en pacientes epilépticos frente al genotipo silvestre a la hora de promover la aparicion
de convulsiones. La informacion frente a la que se comparan los datos de nuestra

poblacion se han obtenido de un metaanalisis realizado en el afio 2015 en el que se
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analizaban las frecuencias genotipicas de dicho polimorfismo en diferentes poblaciones
(176). En dicho caso, la distribucién de frecuencias genotipicas es similar a la obtenida
en nuestro grupo de pacientes epilépticos, aunque la proporcion de pacientes con el
genotipo homocigoto para el polimorfismo es menor (aa: 40,78%), lo cual podria ser
ventajoso también a la hora de controlar mas adecuadamente los niveles de calcio en el
organismo. EIl genotipo menos frecuente en ambas poblaciones es el homocigoto
silvestre AA, suponiendo un 7,8% en la poblacion epiléptica frente a un 14,97% en la
poblacién de referencia.

Al comparar las frecuencias genotipicas de nuestro grupo de estudio con las
frecuencias del grupo de pacientes sometidos a trasplante renal de la Regién de Murcia,
encontramos una distribucion similar aunque, coincidiendo con los datos consultados de
la poblacion de referencia, la frecuencia del genotipo homocigoto para el polimorfismo
CTR-Alul (aa) es menor en pacientes trasplantados que en pacientes epilépticos
(48,37% vs 59,4%) (205). Si tenemos en cuenta que la calcitonina es una hormona con
un papel importante en la regulacion de los niveles de calcio y que dicha hormona actua
a través de su receptor propio CTR es posible pensar que la presencia del polimorfismo
de lugar a una regulacion anormal de la concentracion extracelular de dicho i6n y como
consecuencia se produzca una alteracion en la despolarizacién de las membranas

neuronales acabando todo esto en una despolarizacion excesiva de las mismas.

5.2.4. Polimorfismo del gen del colageno

La distribucion de frecuencias genotipicas del polimorfismo del coldgeno COL1A1-
Spl de la poblacion epiléptica del estudio difiere de la distribucion genotipica tanto de
la poblacion de referencia (Cohorte de Barcelona del Estudio GENOMOS) como del
grupo de pacientes con enfermedad renal de la Region de Murcia sometidos a
trasplante. En los tres casos el genotipo homocigoto salvaje (SS) es el mayoritario,
siendo un 64,85% en la poblacion de referencia de Barcelona frente a un 55,76% de la
poblacion de enfermos renales y un 59,4% de pacientes epilépticos. Sin embargo, en los
dos ultimos casos la proporcion del genotipo SS se acerca mas, probablemente debido a
la proximidad geogréafica de los pacientes incluidos en cada estudio, en ambos casos
pacientes de la Region de Murcia. Por el contrario, si se han encontrado diferencias

significativas en cuanto a la distribucion de los genotipos heterocigoto (Ss) y
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homocigoto para el polimorfismo (ss); en el caso de nuestra poblacion de estudio el
segundo genotipo mas frecuente es el homocigoto “mutante” (SS) con un 21,9% de la
poblacién, mientras que en la poblacion sana supone tan sélo un 4,2% y en los pacientes
enfermos renales un 4,8%. Quiza esta variacion polimorfica suponga alguna ventaja o
desventaja para los pacientes epilépticos aunque a dia de hoy ain no ha sido publicado
nada al respecto y serian necesarios mas estudios para poder afirmar con rotundidad que
dicho polimorfismo esté asociado a la enfermedad. Respecto al genotipo heterocigoto Ss
también se encuentran diferencias notables entre las distintas poblaciones, siendo menos
frecuente en los pacientes epilépticos que en los integrantes de las otras dos
poblaciones.

No se encuentras diferencias significativas en cuanto al polimorfismo del colageno

COL1A1-Sp1l entre los hombres y mujeres de nuestra poblacion de estudio.

5.3. Determinar la posible influencia del tratamiento a largo plazo con FAE sobre
el metabolismo fosfocélcico, metabolismo lipidico y la funcion renal de los

pacientes del estudio en funcidn del genotipo presentado.

Los efectos adversos de los FAE sobre la salud dsea se reportaron por primera vez en
la literatura hace aproximadamente cuatro décadas y, desde entonces, un creciente
namero de articulos publicados relaciona la toma de dichos farmacos con un mayor
riesgo de pérdida de masa Osea y enfermedad Gsea metabdlica, acabando en el peor de

los casos en fractura Osea.

Uno de los mecanismos fisiopatologicos involucrados en la enfermedad Osea
inducida por FAE més estudiados es el déficit de vitamina D que, de hecho, se
considera una de las principales causas de la pérdida de masa Osea en pacientes en
tratamiento con dichos farmacos. Como ya hemos visto, varios son los mecanismos por
los cuales se puede producir el déficit vitaminico asociado al tratamiento farmacologico,
entre ellos el efecto inductor del CYP450 de algunos FAE ampliamente utilizados como
la PHT o la CBZ que conduce a un rapido catabolismo de la vitamina D y el bloqueo de
la primera hidroxilacion de ésta a nivel hepatico, evitando la formacion de 250H-Ds;
Ademas, los FAE inducen la expresion de la enzima 24-hidroxilasa (CYP24Al) que
convierte la 1,250H-D3 en la forma inactiva soluble 1,24,250H-D3, disminuyendo asi

los niveles de vitamina D bioldégicamente activos (149). Esta disminucion de la vitamina
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D activa conlleva una serie de anomalias bioquimicas del metabolismo 6seo, entre ellas

la hipocalcemia e hipofosfatemia y el aumento de la concentracion de PTH (214-216).

Varios son los autores que reflejan el déficit vitaminico D en sus publicaciones. Kim
et al en un estudio longitudinal realizado sobre pacientes en tratamiento con distintos
FAE demostraron que el tratamiento en monoterapia con CBZ se asociaba a la
disminucién de la DMO acomparfiada de la disminucién de los niveles de vitamina D,
mientras que pacientes en tratamiento con otros FAE como VPA o LTG no reflejaban
dicho efecto negativo sobre la salud désea ni sobre los niveles de vitamina D (217).
Asimismo, Pack et al encontraron efectos adversos asociados al tratamiento con PHT en
un grupo de mujeres jovenes de entre 18 y 40 afios en tratamiento en monoterapia
durante un afio; en dichas mujeres fue detectada una disminucion de la DMO junto con
concentraciones mas bajas de vitamina D y mas altas de PTH, patron asociado a un
estado de hiperparatiroidismos secundario (218). Sin embargo, en aquellas pacientes del
estudio en tratamiento con otros FAE como CBZ, LTG o VPA no se objetivaron

pérdidas de masa 0sea ni cambios en los patrones bioquimicos.

En nuestro estudio, no se ha podido demostrar una disminucion de los niveles de
vitamina D a lo largo del estudio, hecho que coincide con lo publicado por otros
muchos autores, como Fong et at. que afirman en su ultimo estudio publicado
recientemente que el tratamiento con FAE no se asocia a disminucion de las
concentraciones de vitamina D y que los niveles de la misma no conllevan una mayor
pérdida de masa Osea (201). Del mismo modo, otros autores no encuentran asociacion
entre el tratamiento a largo plazo con FAE y los niveles de vitamina D (219),
encontrandose por tanto diferencias importantes en la bibliografia en lo que se refiere a
este tema. Una posibilidad es que estas diferencias pudieran ser debidas no solo al
efecto de los FAE sino también a las diferencias socio-demogréaficas de los pacientes
incluidos en cada estudio; se sabe que la hipovitaminosis D puede correlacionarse con
las diferentes poblaciones donde la exposicion a rayos ultravioleta reducida es uno de
los principales factores de riesgo. Entre dichas correlaciones destacan la estacion del
afio y los factores culturales sobre la exposicion al sol. Como ejemplo de esto es la alta
prevalencia de déficit vitaminicos D en poblaciones con habitos culturales del uso de
ropas que cubren el cuerpo. En paises donde la exposicion al sol se considera normal o
suficiente, el factor desencadenante de esta hipovitaminosis puede estar relacionado con

una disminucion de su consumo en la dieta; asi, en paises con alto grado de obesidad se
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produce una disminucion de la biodisponibilidad de la vitamina D, lo que también
conlleva a la hipovitaminosis. Del mismo modo, cuanto mayor sea la pigmentacion de
la piel, mayor serd la concentracion de melanina, que actia como barrera para la

radiacion ultravioleta, de donde proviene gran parte de la vitamina D (220).

En nuestro estudio vamos un paso mas alla, y es que no s6lo no encontramos
disminucién de la concentracion de la vitamina D a lo largo del estudio, si no que se
detecta un aumento de la misma entre la visita basal y la segunda visita. Es posible que
este aumento pueda deberse a la época del afio en la que fue recogida la muestra. La
mayoria de pacientes del estudio fueron reclutados durante los meses de Diciembre a
Marzo por lo que la primera determinacion de los parametros bioquimicos fue realizada
en una epoca del afio en la que la exposicion al sol es méas reducida y por tanto, la
sintesis de vitamina D podria estar mas limitada. Como ya se ha dicho previamente, el
90% de la produccion endogena de vitamina D3 se obtiene a partir de la conversion de
7-dehidrocolesterol a previtamina D3 la cual, por exposicion a los rayos ultravioleta del
sol, sufre un proceso de isomerizacion no enzimatica formando la vitamina Ds;. La
segunda visita de la gran mayoria de los pacientes se realizé entre los meses de Julio y
Octubre, pasados entre seis y ocho meses del inicio, periodo que abarca los meses de
verano en los que debido a las altas temperaturas hay una mayor exposicion al sol, tanto
en tiempo como en zonas corporales expuestas, hecho que intensifica la sintesis de
vitamina D3 y que podria ser responsable del ligero aumento de los niveles de la

vitamina hallados en los pacientes del estudio.

Pese a detectarse mayores niveles de vitamina D en la segunda visita, ni la
concentracion del calcio o foésforo ni la de PTH variaron respecto a la determinacion
basal cuando estudiamos al grupo en conjunto, manteniéndose ambas dentro de los
rangos de normalidad. La concentracién de fésforo urinario disminuyé a lo largo de los
meses de estudio, quizd como un mecanismo de regulacion para mantener las
concentraciones de fésforo sérico dentro de la normalidad. Tanto la PTH como la
vitamina D desempefian papeles importantes en el desarrollo y mantenimiento de la
masa 0sea al participar en la homeostasis de calcio y fosfato y modular la actividad de
osteoblastos y osteoclastos. Si los niveles de calcio y fosforo se encuentran dentro de
niveles normales para el organismo es légico pensar que la concentracion de quien se
encarga de regular su homeostasis se encuentre también dentro de rangos de

normalidad, por lo que observamos que los niveles de PTH no sufrieron modificaciones
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a lo largo del estudio. Nuestros datos coinciden con lo publicado por otros autores que
tampoco detectaron disminucion significativa de los niveles séricos de calcio y fosfato
en pacientes epilépticos, incluso en aquellos en tratamiento con FAE inductores
enzimaticos (221,222).

Sin embargo, al analizar los parametros del metabolismo fosfocélcico en funcion de
si el FAE tuviese o no efecto inductor enzimatico si encontramos diferencias notables
en los niveles tanto de calcio como de vitamina D, siendo ambos mas bajos en aquellos
pacientes tratados con PHT o CBZ. A pesar de que el nimero de pacientes incluidos en
este grupo es reducido y que esto pudiera limitar las conclusiones extraidas, nuestros
datos coinciden con lo encontrado en la bibliografia que acepta el efecto adverso de este
tipo de farmacos sobre la salud 6sea asociado por un lado a su efecto inductor sobre el
CYP450, que conduce a una mayor obtencién de metabolitos inactivos de la vitamina D
(223), y por otro a la activacion del receptor X de pregnano (PRX) por algunos FAE
como la PHT que promueve la expresion de genes relacionados con el metabolismo de
la vitamina D, entre ellos el gen de la CYP24Al (24-hidroxilasa) (224). Tan aceptado
estd este hecho que ya en 2011 la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos
Sanitarios (AEMPS) hizo una advertencia al respecto publicando en uno de sus
boletines mensuales que “el uso prolongado de CBZ, PHT, PB, LMT, OXC, PRM o
VPA se asocia con riesgo de disminucion de la DMO que puede conducir a osteopenia y

a fracturas Oseas” (225).

Por dltimo, se ha comparado la evolucion de los parametros del metabolismo
fosfocalcico a lo largo del estudio agrupando los pacientes en funcion del tratamiento
que estuvieran siguiendo, con FAE clasicos o de nueva generacion, siendo el Gnico
parametro que difiere entre ellos la concentracion sérica de calcio. Aungue en ambos
casos los niveles de calcio estan dentro de la normalidad al inicio del estudio (9,62
mg/dl en pacientes con FAE clasicos y 9,74 mg/dl en pacientes tratados con FAE de
nueva generacion) la disminucién a lo largo del mismo en aquellos pacientes en
tratamiento con FAE de nueva generacién es mayor, pasando de 9,74 mg/dl a 9,61
mg/dl en la segunda visita. Aunque estas cifras estan lejos de acercarse a rangos de
hipocalcemia podrian estar revelando un efecto secundario de este tipo de farmacos
sobre el metabolismo fosfocalcico que podria agudizarse con el tiempo, ya que hay que
tener en cuenta que el periodo de estudio en nuestro caso ha sido relativamente corto

(seis meses). Sin embargo, la mayoria de articulos publicados respecto a los nuevos
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FAE no relacionan el tratamiento con farmacos de este grupo, como LEV o LCM, con
hipocalcemia o disminucion de la calcemia a lo largo del tratamiento (167,226).

Para el estudio de la funcion renal de los pacientes del estudio se han determinado los
niveles séricos de Urea y Creatinina, estando ambos parametros dentro de los rangos de
normalidad tanto el comienzo del estudio como en la segunda visita (Tabla 26), dato
que nos hace pensar que el tratamiento farmacolégico no causa ningun tipo de efectos
secundarios sobre la funcion renal. A pesar de que distintas guias sobre la préctica
clinica en epilepsia contemplan la aparicion de ciertos efectos adversos a este nivel,
tales como el desarrollo de litiasis renal (18), y que algunos autores asocian el uso de
FAE a alteraciones estructurales y funcionales de los rifiones (227) ninguno de los
pacientes incluidos en nuestro estudio ha presentado afectacion a nivel renal a lo largo
del estudio. Del mismo modo, el estudio comparativo entre pacientes en funcion del
FAE que estuvieran tomando no ha reflejado diferencia alguna entre el efecto de estos
sobre la funcion renal (Tabla 27), mostrando que tanto FAE clasicos como de nueva
generacion son seguros a este nivel. Los pocos articulos publicados sobre este tema
hacen referencia principalmente al tratamiento con TPM, relacionandolo con un mayor
riesgo de desarrollar urolitiasis (228,229); sin embargo, ninguno de los pacientes
incluidos en nuestro estudio reciben dicho tratamiento por lo que no nos ha sido posible
realizar ningun tipo de afirmacion al respecto. En la enfermedad renal las alteraciones
0seo-metabdlicas son secundarias a la pérdida progresiva de masa renal y funcién renal,
que conlleva una retencion de fosforo y descenso de los niveles de 1,250H-Ds,

responsables de la resistencia esquelética a la accion de la PTH.

La terapia a largo plazo con FAE se asocia a una amplia gama de efectos adversos
cronicos poco conocidos, que incluyen alteraciones metabdlicas y endocrinas, entre
ellas el aumento del riesgo de ateroesclerosis. Algunos autores afirman que FAE
inductores enzimaticos como CBZ o PHT ejercen potentes efectos sobre el CYP450, en
concreto, sobre una de las proteinas de esta superfamilia denominada CYP51Al
involucrada en la biosintesis del colesterol humano. Ademas, la CBZ estimula la
sintesis hepatica de colesterol e incrementa la formacion de los acidos biliares, que a su
vez elevan la absorcion del colesterol facilitando la formacion de micelas (230).
Asimismo esta descrito que los niveles de homocisteina, un intermediario clave en el
metabolismo de la metionina, aumentan en aquellos pacientes en tratamiento crénico

con determinados FAE al disminuir la concentracion de acido félico. Los mecanismos
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propuestos para explicar dicho agotamiento de &cido félico incluyen la interferencia de
la absorcién intestinal del mismo al aumentar los niveles de pH asi como en su
transporte a los tejidos y la induccion microsomal hepéatica que conlleva un aumento de
su catabolismo (152,231). Todo esto conlleva ciertas alteraciones sobre pardmetros del
metabolismo lipidico como el aumento de colesterol total, cLDL y triglicéridos o los
niveles séricos de homocisteina (193,232), aumentando sustancialmente con ello el
riesgo aterogénico de los pacientes en tratamiento con FAE. Belcastro et al demostraron
ademas que otros FAE de nueva generacién como OXC o TPM conducen también a un
aumento de los niveles de homocisteina en sangre y que, por tanto, el tratamiento a
largo plazo con dichos FAE se asocia a un mayor riesgo cardiovascular (233). Sin
embargo no se ha podido demostrar que el efecto del VPA u otros FAE de nueva
generacion como LEV o LTG se asocie igualmente a una alteracion del perfil lipidico
(234,235).

Pese a los datos encontrados en la literatura, en nuestro grupo de estudio ha quedado
demostrada una disminuciédn significativa de los niveles tanto de colesterol total (que
paso de 192,62 mg/dl a 186,40 mg/dl) como de cLDL (de 110,33 mg/dl a 106,64 mg/dl)
a lo largo de los meses del estudio (Tabla 24), contrario a lo que cabria esperar. Como
ya hemos visto, el efecto sobre el metabolismo lipidico en pacientes en tratamiento
antiepiléptico estd bien descrito y con una clara asociacion en aquellos pacientes en
tratamiento con PHE, CBZ y OXC (236); sin embargo, hay pocos estudios referentes a
otros FAE y los que hay demuestran que dichos FAE no afectan a los niveles de
Coleterol total, cHDL, cLDL o triglicéridos, coincidiendo con los datos obtenidos en
nuestro grupo de estudio (237,238). En nuestro caso solo una minoria de pacientes esta
en tratamiento con FAE como PHE o CBZ, estando la mayoria tratados con LEV o
VPA, por lo que es posible que debido a esto nuestros datos no reflejen ninguna
alteracion patoldgica del perfil lipidico. Por otra parte, estudiando los pardmetros del
perfil lipidico en aquellos pacientes en tratamiento con FAE inductores enzimaticos
hemos observado un aumento de cHDL en comparacion con los pacientes tratados con
FAE no inductores. Debido al bajo nimero de pacientes en tratamiento con dichos FAE
y a que contradice todo lo encontrado en la bibliografia al respecto, podriamos
considerar este hallazgo como casual, sin tener ninguna relacién con los efectos del

tratamiento antiepiléptico.
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Dada la importancia de los factores genéticos sobre el desarrollo de una adecuada
masa Osea durante la infancia y la juventud y el mantenimiento de la misma a lo largo
de la vida se ha analizado la posible influencia de distintos polimorfismos sobre el
metabolismo fosfocalcico, ya sea sobre la regulacion de los niveles de calcio y fésforo
asi como de los componentes moduladores de este, vitamina D y PTH. De entre los
polimorfismos estudiados cabe destacar el polimorfismo del receptor de la vitamina D,
VDR-Bsml; aquellos pacientes con genotipo wild type BB presentan mayores
concentraciones de calcio sérico que los pacientes que presentan genotipo heterocigoto
u homocigoto mutante, dato que se correlaciona con los mayores niveles de vitamina D
en dichos pacientes (aunque la diferencia en los niveles de vitamina D entre genotipos
no llega a ser estadisticamente significativa). Nuestros resultados no concuerdan con lo
publicado sobre el polimorfismo del fragmento de restriccion Bsml del VDR en
pacientes epilépticos en los que se asocia la presencia de al menos un alelo B con
niveles séricos mas bajos de vitamina D en comparacion con aquellos pacientes con
genotipo bb, a la vez que presentan cierta tendencia al hiperparatiroidismo (173). El
VDR es un factor de transcripcion que regula la expresion de los genes responsables de
su actividad biologica y que, por tanto, desempefia un papel importante en la regulacion
de la homeostasis del calcio a través de la union y la translocacion nuclear de 1,250H,.
D3, que afecta la resorcion Osea y aumenta la absorcion intestinal de calcio. En esta
misma linea, los pacientes con genotipo BB son los que presentan concentraciones
menores de PTH, reflejando una homeostasis adecuada del metabolismo fosfocalcico en
dichos pacientes lo cual podria suponer cierta ventaja evolutiva frente a pacientes
epilépticos con otros genotipos, en un intento de mantener concentraciones adecuadas
de calcio y fosforo que posibiliten una adecuada mineralizacién dsea. Este hallazgo
difiere a lo encontrado por Howard et al. que describieron niveles mas elevados de PTH
en mujeres premenopausicas caucasicas con genotipo BB (239) o a lo publicado por
Garnero et al que también encontraron valores ligeramente superiores de PTH en su
cohorte de estudio, que incluia mas de 650 mujeres postmenopausicas (204). Nuestros
resultados podrian seguir la idea de Morrison et al. que afirman en su publicacion que el
alelo b se asocia con niveles mas bajos de ARNm del VDR por disminucion de la
transcripcion y la estabilidad del mensajero. Asi, niveles menores de VDR en la
paratiroides de los individuos bb contribuyen a una peor respuesta a la 1,250H-D3; o
calcitriol y por lo tanto favorecen la hiperplasia de la glandula y los niveles séricos mas
elevados de PTH (51).
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Del resto de polimorfismos estudiados hemos encontrado diferencias significativas
entre pacientes con distintos genotipos en el polimorfismo Pvull del receptor de
estrogenos de manera que aquellos con genotipo PP tienen una mayor concentracion de
PTH que el resto de pacientes, asi como niveles ligeramente menores de calcio y
mayores de vitamina D (Tabla 25). El proceso de remodelado 6seo esta marcadamente
regulado por los estrogenos ovéricos, que inhiben la resorcién Osea directamente a
través de los receptores ER-o y ER-B en el hueso, o mediante la inhibicion de las
citocinas osteoresortivas como la 11-1 o el TNFa. Podemos pensar entonces que aquellos
pacientes con genotipo PP tienen cierta tendencia hacia un estado de
hiperparatiroidismo respecto al resto de pacientes. En nuestro caso es posible que el
aumento de los niveles de PTH y vitamina D, hormonas reguladoras del metabolismo
fosfocélcico, sea un paso previo al estado de hipercalcemia caracteristico del
hiperparatiroidismo y que acabe conduciendo a una alteracion del metabolismo 6seo y
finalmente al desarrollo de osteoporosis (240). Algunos autores han descrito la
asociacion entre el genotipo PP y la mayor pérdida de masa 0sea en mujeres sanas
postmenopausicas (241) aungue son varios las publicaciones que reflejan la ausencia de
relacion entre la DMO y el metabolismo fosfocélcico y el genotipo ESR1-Pvull
(58,242). Estas discrepancias pueden deberse a los diferentes disefios de cada uno de los
estudios, el tamafio muestral insuficiente y la inclusion de poblaciones heterogéneas en
cada cohorte estudiada. Por el momento, no se ha descrito asociacién ninguna entre el

polimorfismo ESR1-Pvull y el metabolismo fosfocalcico en pacientes epilépticos.

Los factores que afectan el metabolismo lipidico generalmente se clasifican como
exogenos o enddgenos. Los factores exdgenos incluyen la dieta, el ejercicio y factores
iatrogénicos y los factores enddgenos incluyen factores genéticos y alteraciones
enzimaticas u hormonales. Algunos autores afirman que tanto PTH como calcitonina
pueden participar en el metabolismo de los lipidos. Parece ser que la PTH estimula la
lipdlisis (243) y eleva el nivel de colesterol en animales de experimentacion,
comprobandose por otro lado que la paratiroidectomia disminuye el nivel de colesterol
en pacientes con enfermedad renal cronica (244,245). La calcitonina, ademas de
participar en la regulacion del metabolismo fosfocélcico, inhibe la lipélisis inducida por
la PTH en los tejidos adiposos de animales de experimentacion (246). Ademas, estudios
tanto in vitro como in vivo demostraron que la calcitonina disminuia los niveles de

colesterol sérico y triglicéridos (247). Nuestros resultados se pueden englobar en esta
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linea, asumiendo que el genotipo wild type AA del receptor de calcitonina promueve un
efecto beneficioso de la calcitonina sobre el metabolismo lipidico que acaba dando
lugar a la disminucion significativa del nivel de triglicéridos y al aumento del cHDL en
pacientes con dicho genotipo, siendo ambos hallazgos beneficiosos desde el punto de
vista de desarrollo de riesgo cardiovascular. Sin embargo, es poco lo publicado en la
bibliografia acerca de este concepto, por lo que serian necesarios mas estudios que
permitieran establecer dicha asociacion.

5.4. Evaluar el estado de la masa 6sea al inicio del estudio asi como su evolucion a
lo largo del transcurso del mismo a través de la realizacion de una
densitometria 6sea mediante DEXA, calcular el riesgo de fractura mediante el
algoritmo FRAX® vy analizar la correlacion de los datos obtenidos con los
valores de los marcadores de remodelado 6seo y con la presencia/ausencia de

los polimorfismos estudiados.

Los efectos adversos del tratamiento cronico con FAE tienen un gran impacto sobre
la calidad de vida del paciente y contribuyen de manera considerable al fracaso del
tratamiento. Uno de los principales efectos indeseables del uso de FAE a largo plazo es
la aparicion de efectos metabdlicos significativos en el hueso. Es muy importante tener
conocimiento de este posible efecto adverso ya que en la mayoria de los casos comienza
a desarrollarse de manera subclinica durante un tiempo prolongado y puede tardar afios
en manifestarse clinicamente hasta el momento en el que aparece la fractura

osteopordtica.

5.4.1. Evaluacion de la DMO mediante densitometrias

Diversos estudios publicados a lo largo de los ualtimos afios han estudiado el
metabolismo 6seo y el riesgo de fracturas asociado al tratamiento crénico con FAE.
Muchos de ellos sugieren que aquellas personas en tratamiento con FAE pueden
presentar un mayor riesgo de enfermedad dsea, incluidos cambios en el turnover o
recambio 06seo, osteoporosis, alteraciones en la calidad Osea y, lo mas importante,
fractura 0sea. Sin embargo, a pesar de esta creciente evidencia que asocia la epilepsia y

el uso de FAE con la enfermedad Gsea, se siguen publicando articulos con resultados
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controvertidos y por el momento no hay consenso sobre quién y cudndo evaluar, asi

como a quién y cémo tratarlo.

La densitometria 0sea es, a dia de hoy, la técnica por imagen de eleccién en el
estudio de la masa Gsea y el diagnostico de la osteoporosis. Asi pues, a través de la
realizacion de una densitometria mediante DEXA se ha evaluado la masa dsea de todos
los pacientes incluidos en nuestro estudio. A continuacion, y atendiendo a las
recomendaciones de la OMS para estratificar el riesgo de fractura en funcién del T-
Score obtenido, se ha incluido a los pacientes dentro de un grupo u otro de riesgo. En
funcién de los datos de T-Score femoral, un 15,6% de los pacientes presentaban
osteopenia al inicio del estudio y un 3,1% osteoporosis y si atendemos al T-Score
obtenido a nivel lumbar los porcentajes varian discretamente de manera que un 28,1%
de los pacientes se considera que presentan osteopenia y un 1,6% presentan
osteoporosis (Tabla 29). Esta diferencia de porcentajes, obtenida también en otros
grupos de estudio (248), puede explicarse por la distinta composicion de cada hueso; a
nivel lumbar hay una mayor proporcion de hueso trabecular que, desde el punto de vista
metabolico, presenta mayor vascularizacion, porosidad y superficie de contacto con la
medula 6sea, lo que hace que sea un tejido diez veces mas activo que el hueso cortical.
De ahi que las alteraciones en la DMO se observen antes en este tipo de hueso que en el
hueso cortical, presente en el cuello femoral y cuya funcion es fundamentalmente
mecanica y protectora. Sin embargo, existen en la literatura otras publicaciones en las
que no se encuentran diferencias entre la DMO a nivel lumbar y a nivel femoral
(249,250).

A pesar de que la osteoporosis se ha considerado tradicionalmente como una
enfermedad que afecta fundamentalmente a mujeres, los cambios en la salud dsea
asociados al uso de FAE no son especificos ni de género ni de edad, viéndose afectados

tanto hombres como mujeres de todas las edades (145).

En cuanto a la prevalencia de la patologia dsea existen grandes discrepancias entre
los distintos articulos publicados. Beerhorst et al. realizaron un estudio transversal en el
que incluyeron 195 adultos hospitalizados en una unidad de epilepsia europea a los
cuales se les realizd una densitometria mediante DEXA. De todos ellos el 80%
presentaba una baja DMO, teniendo un 48,2% osteopenia y un 31,8% osteoporosis; mas

del 50% de dichos pacientes tenian una edad comprendida entre 18 y 50 afios (251). Por
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su parte, Lado et al. midieron la DMO de 130 pacientes estadounidenses en tratamiento
con FAE durante més de tres afios e hicieron un seguimiento de estos durante un
periodo de 6 meses. Estos autores encontraron una prevalencia de DMO disminuida méas
alta de lo esperado, presentando un 39% de los pacientes osteopenia y un 16%
osteoporosis (252). Esta prevalencia es similar a la encontrada por Pack et al. en un
grupo de pacientes de mediana edad (entre 19 y 50 afios), también de Estados Unidos,
diagnosticados de epilepsia refractaria de los cuales un 40% presentaba osteopenia y un
10% osteoporosis (253). Sin embargo, otro estudio publicado recientemente por Osman
et al estudiaba un grupo de 60 pacientes pediatricos de entre 5 y 12 afios en tratamiento
con FAE durante al menos un afio, el 68% de ellos en monoterapia y el 32% en
politerapia. Este estudio reveld que el 28% de los pacientes presentaba una DMO
clasificada como de osteopenia mientras que el 72% restante presentaba una DMO
normal acorde con su edad (254). Nuestro estudio revela una prevalencia de pacientes
con osteopenia a nivel lumbar similar a la encontrada por Phabphal et al en su grupo de
estudio (248). Dicho autor evalu6 la DMO de un grupo de 130 pacientes asiaticos, 79
recibiendo FAE en monoterapia y 51 en politerapia, con una media de edad de 32 afios,
de los cuales la mitad eran hombres y la mitad mujeres. EI 26% de los pacientes de
dicho estudio presentaban osteopenia, porcentaje muy similar al encontrado en nuestro
grupo de estudio y en otros estudios (201). Muchos son los estudios publicados sobre
este tema y, como puede observarse, la prevalencia de osteopenia/osteoporosis varia
significativamente entre ellos. Uno de las razones méas importantes para poder explicar
esta diferencia es la gran heterogeneidad entre los pacientes de los distintos grupos de
estudio; algunos de ellos incluyen pacientes pediatricos mientras que otros incluyen
pacientes de todas las edades, unos incluyen Unicamente pacientes en monoterapia
estable con FAE mientras que otros recogen los datos de pacientes tanto en monoterapia
como en politerapia, unos analizan el efecto de FAE inductores enzimaticos mientras
que otros engloban los FAE en funcién de si son clasicos o de nueva generacion, la
diferencia de etnias recogidas en cada articulo, etc... Todo esto hace que los resultados
obtenidos sean muy dispares y que sea dificil sacar conclusiones respecto a la

prevalencia de la patologia 6sea en dichos pacientes.

Si estudiamos la DMO de los participantes del grupo de estudio en funcion del sexo
vemos que el T-Score de las pacientes es menor que el de los hombres (T-Score
femoral: -0,202 vs 0,573; T-Score lumbar: -0,710 vs 0,770) (Tabla 28), lo cual refleja la
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mayor susceptibilidad de las mujeres a la pérdida de masa 6sea debida probablemente al
efecto hormonal sobre el metabolismo 6seo. Los estrogenos son esenciales para la
maduracion esquelética, en hombres y mujeres, tanto durante la infancia y la juventud
como en el mantenimiento del equilibrio del recambio 6seo del esqueleto durante la
edad adulta. EIl déficit estrogénico de la mujer en la menopausia conlleva un aumento
del reclutamiento, actividad y vida media de los osteoclastos que da lugar a un aumento
en el nimero y actividad de las unidades de remodelado 6seo. También se describe un
aumento de la apoptosis de los osteoblastos hecho que, unido al incremento en el
namero de unidades de remodelado, implicaria un balance negativo en cada una de estas
unidades de remodelado dando lugar no sélo a trabéculas més finas sino en ocasiones a
lagunas de resorcion mas profundas y pérdida de la conectividad del hueso,
fundamentalmente a nivel del hueso trabecular (255). Sin embargo, estos resultados
difieren de lo publicado por otros autores, que muestran valores de DMO similares en
hombres y mujeres, tanto a nivel lumbar como femoral (201,248) o incluso menores
valores de DMO en hombres que en mujeres (256). Dichos resultados pueden deberse a
la mayor o menor proporcion de mujeres menopausicas incluidas en cada uno de los
estudios, y a si la condicion hormonal se considera o no como factor de riesgo en cada
uno de ellos. En nuestro grupo de estudio el 45% de las mujeres son menopausicas, por
lo que la DMO media en el grupo de mujeres en general estara significativamente
disminuida respecto a la de los hombres. Ademas, hay un mayor porcentaje de mujeres
que presenta patologias asociadas como DM (13,6% vs 2,4%), HTA (18% vs 4,8%) u
otras enfermedades endocrinas 9,1% vs 7,1%), consideradas todas ellas factores de

riesgo para la pérdida de masa Osea.

Sin embargo, al estudiar la evolucion de la DMO a lo largo de los meses del estudio
en funcion del sexo, parece que los hombres pierden mas masa Osea que las mujeres
(diferencia de T-Score: -0,208 en hombres vs 0,158 en mujeres) (Tabla 31),
demostrando cierta tendencia hacia la significacion estadistica en dicho resultado.
Estudiando el grupo en su conjunto, sin diferenciar por sexo ni en funcion del FAE,
vemos que no se aprecian diferencias significativas entre la primera y la segunda visita,
aungue si parece que a nivel femoral el T-Score disminuye a lo largo de los meses

(0,215 vs 0,137), diferencia no apreciable a nivel lumbar.

Parece ser que algunos FAE, particularmente los medicamentos mas antiguos

englobados bajo el término de FAE clasicos y aquellos con efecto inductor enzimatico
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como la PHT o la CBZ, presentan un efecto perjudicial mayor sobre la masa ésea que
otros de comercializacion mas reciente (219,257,258), aunque la evidencia de esta
afirmacion es por el momento inconsistente encontrandose en la literatura publicaciones
en las que se describe dicha asociacion y otras en las que no se puede demostrar el
efecto negativo de dichos FAE sobre la salud 6sea. En nuestro estudio no se aprecian
diferencias significativas en cuanto a la calidad 6sea medida por densitometria al
estudiar los pacientes en funcién del tipo de FAE que estuvieran tomando (FAE clasicos
0 de nueva generacién) aunque si parece que aquellos pacientes tratados con FAE de
nueva generacion como LEV, ESL o LCM presentan un T-Score, tanto a nivel femoral
como a nivel lumbar, mayor que aquellos pacientes tratados con FAE clasicos.
Tampoco ha sido posible objetivar ninguna diferencia entre el efecto a largo plazo de
los distintos tipos de FAE, no encontrandose diferencias entre el T-Score a nivel lumbar
o femoral entre las dos visitas realizadas.Acorde con nuestros resultados estan los
publicados por Phabphal et al, que no encuentran diferencias significativas en cuanto a
DMO entre los diferentes grupos de estudio de su poblacion (130 pacientes de los
cuales 71 estaban en tratamiento en monoterapia con algin FAE con efecto inductor
enzimatico, 28 estaban en tratamiento en monoterapia con FAE no inductores
enzimaticos y 31 en politerapia) (248), y los resultados de Fong et al recientemente
publicados en los que queda plasmada la ausencia de diferencias notables en la DMO de
los pacientes del estudio en base al tipo de FAE que estuvieran tomando, siempre y
cuando fuera en monoterapia (201). Este Gltimo articulo si recoge diferencias en la
DMO de pacientes en tratamiento en politerapia respecto a aquellos que reciben un solo
FAE, quedando plasmado asi el efecto perjudicial del tratamiento con dos 0 mas FAE

previamente descrito en la bibliografia (259,260).

A pesar del creciente niUmero de articulos publicados en los ultimos afios referentes a
la salud désea en pacientes en tratamiento cronico con FAE existe hoy en dia cierta
confusidn al respecto sin llegar a aclararse si el efecto de unos u otros tipos de FAE, o
incluso todos los tipos de FAE, se asocia a efectos adversos en la salud ésea o no. Esta
controversia entre los distintos tipos de estudios radica en el distinto planteamiento
entre todos ellos. Algunos realizan el estudio comparando los resultados de un grupo de
sujetos sanos con un grupo de pacientes en tratamiento cronico con FAE. Dentro de los
pacientes epilépticos encontramos pacientes que llevan tratamiento antiepiléptico

asociado durante tan solo unos meses, y otros que llevan afios. Por otro lado,
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encontramos estudios que evaltan el efecto de FAE clasicos frente a FAE de nueva
generacidn, sin tener en cuenta los resultados en pacientes sanos (como es nuestro caso).
Encontramos también poblaciones en las cuales se incluyen pacientes en tratamiento
con distintos tipos de FAE, sin tener en cuenta el efector inductor enzimético de algunos
de ellos y, por tanto, el diferente efecto a nivel del metabolismo 6seo que puedan
generar y otros en lo sque solamente se estudia la diferencia entre el efecto de un
determinado tipo de FAE con otro. A esto se suma la variabilidad de etnias sobre las
que se realiza cada investigacion, asi como los diferentes grupos de edad incluidos en
cada uno. Y por dltimo, la limitacién en el nimero de pacientes incluidos en cada
estudio ya que la epilepsia es una enfermedad limitante y no es facil encontrar pacientes
dispuestos a someterse a estudios que aumenten el nimero de visitas y examenes
médicos. Todo esto hace que los resultados obtenidos en cada estudio sean tan variados
y que las conclusiones extraidas de cada uno sean limitadas, requiriéndose un mayor

numero de estudios mejor definidos.

5.4.2. Estudio del riesgo de fractura mediante el algoritmo FRAX®

Las fracturas osteopordticas constituyen una problematica de creciente trascendencia
en salud publica, por lo que la utilizacion de herramientas que permitan una valoracion
precoz y adecuada del riesgo de fractura y el establecimiento de politicas preventivas

deberian ser prioritarios.

El FRAX es una herramienta de valoracion del riesgo de fractura para hombres y
mujeres entre 40 y 90 afios desarrollada por un centro colaborador de la OMS. Mediante
un programa informatico, los algoritmos del modelo permiten calcular la probabilidad
de fractura por fragilidad a 10 afios, y especificamente de cadera también a 10 afios.
Estan disponibles 14 versiones del modelo para diferentes paises, incluido Espafia, con

modelos especificos por origen étnico caucasiano, afroamericano, latino y asiatico.

En nuestro grupo de estudio, tanto el riesgo de fractura osteoporética mayor (FRAX®
MO: 2,0) como el riesgo de fractura de cadera a 10 afios (FRAX® HF: 0,1) fueron
considerados de bajo riesgo, atendiendo a las recomendaciones de la NOF (108). Sin
embargo, hay que tener en cuenta que el FRAX® determina el riesgo de fractura en
funcion de diferentes factores de riesgo: edad y sexo, peso y altura, fractura por

fragilidad previa, antecedentes de fractura de cadera en alguno de los padres,
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tratamiento con corticoides durante al menos tres meses, osteoporosis secundarias a
DM1, osteogénesis imperfecta, hipertiroidismo crénico no tratado, hipogonadismo,
menopausia precoz, malnutricion cronica, malabsorcion y hepatopatia cronica,
tabaquismo y consumo de alcohol. Sin embargo, no contempla como factor de riesgo la
epilepsia ni el tratamiento crénico con FAE por lo que los resultados de riesgo de
fractura obtenidos en nuestro grupo de estudio deben interpretarse con cierta
precaucion. En el caso que nos ocupa, seria conveniente evaluar el riesgo de fractura
mediante otras herramientas informaticas disponibles como el QFractureScore que,
como ya hemos visto, si considera el tratamiento crénico con FAE como un factor de
riesgo. Lamentablemente, a dia de hoy no es posible realizar dicha evaluacién debido a
la falta de informacidn disponible acerca de la interpretacion de los resultados obtenidos

y su aplicacion a la hora de realizar recomendaciones en nuestro pais.

En nuestra poblacidn, la estimacion del riesgo de fractura osteopérotica mayor a diez
afios mediante el FRAX® (FRAX® MO) se asocia negativamente con el peso, la talla y
el IMC, de manera que segun este calculo y a pesar de que el aumento del IMC se
considera un factor de riesgo para la osteroporosis (131), a mayor IMC menor riesgo de
fractura. La estimacion del riesgo de fractura de cadera a diez afios mediante el FRAX®
(FRAX® HF) se asocia igualmente de forma negativa con el peso vy la talla de los
pacientes y positivamente con la edad, considerando esta ultima como uno de los
factores de riesgo mas importantes para el desarrollo de osteoporosis tanto en pacientes
epilépticos como en la poblacion en general. Sin embargo, no se ha encontrado
asociacion ninguna con el tiempo de diagnéstico de epilepsia ni el tiempo de
tratamiento, de manera que podemos decir que en pacientes epilépticos el riesgo de
fractura osteopordtica mayor o fractura de cadera es independiente de ambos

parametros, siempre y cuando sea utilizada la herramienta FRAX® para dicho calculo.

En nuestro grupo de pacientes, los resultados obtenidos mediante densitometria
(DMO y T y Z-Score) se asocian de forma inversa con el riesgo de fractura (FRAX®
MO y FRAX® HF), fundamentalmente a nivel femoral, de manera que a menores
valores de DMO mayor valor del FRAX®, hecho que se ajusta a lo obtenido en otros

grupos de estudio (261).
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5.4.3. Marcadores bioquimicos de remodelado éseo y su relacion con la DMO

En la actualidad, la realizacion de la densitometria 6sea mediante DEXA es el
método méas idoneo para la evaluar al paciente con osteoporosis debido a su capacidad
para predecir fracturas por fragilidad, a su gran versatilidad que permite realizar
determinaciones precisas de la DMO en los lugares de mayor relevancia clinica y todo
esto con una exposicion minima a radiacién. Por todo esto, la densitometria es

considerada el gold standard para el diagndstico de la osteoporosis (262).

Sin embargo, la densitometria también tiene ciertos inconvenientes y es que es una
técnica que supone un elevado coste y que ademas Unicamente aporta informacion
cuantitativa (DMO) en un momento determinado; por tanto, al tratarse de un parametro
estatico no aporta informacion del ritmo de recambio 6seo que es uno de los parametros

mas importantes del estudio del metabolismo 6seo.

Es ahi donde los marcadores bioquimicos de remodelado 6seo juegan un papel
importante ya que por una parte suponen pruebas no invasivas para el paciente y son
relativamente econdmicos, y por otro, aportan una informacion dindmica y global de la
tasa de remodelado 6seo del esqueleto en su conjunto. Actualmente, la aplicacion
clinica mas relevante de la determinacion de estos biomarcadores es la evaluacion de la
respuesta terapéutica. También podrian ser Utiles en la evaluacion del riesgo de fractura
y la tasa de pérdida de masa 6Osea, asi como su correlacion con la DMO, aunque debido
a la variabilidad analitica y bioldgica los resultados obtenidos en los diferentes trabajos
han sido dispares, limitando por el momento su aplicabilidad en la clinica y obligando al

clinico a realizar una interpretacion de los resultados con cautela.

En nuestro estudio se han cuantificado los niveles de ALPo, OC y PINP como
marcadores que reflejan la formacion dsea, y de NTX y B-CTX como marcadores de
resorcion. El estudio de estos biomarcadores a lo largo de los meses ha puesto de
manifiesto una disminucion significativa de la concentracion de ALPo asi como de
NTX, mientras que se detecta una ligera disminucion de la concentracién de PLNP entre
la primera y la segunda visita. Esta variacion en las concentraciones de los
biomarcadores parecen correlacionarse en cierta medida con la discreta disminucion de
la DMO a nivel femoral obtenida mediante densitometria, reflejando una menor tasa de
recambio 6seo al disminuir las concentraciones de marcadores tanto de formacion

(ALPo y PINP) como de resorcion (NTX). Estos cambios, aunque discretos, se
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correlacionan también con el aumento de las concentraciones de vitamina D que se
detectan entre las dos visitas como mecanismo de respuesta compensatoria ante la falta
sintesis de hueso nuevo y que, en caso de no solucionarse, acabaria conduciendo a una
pérdida de masa 6sea mas pronunciada. Como hemos visto, un 60% de los pacientes de
nuestro estudio presentan concentraciones deficientes de vitamina D al inicio del
estudio y, a pesar del aumento de la misma a lo largo de los meses, los niveles de la
vitamina siguen siendo insuficientes para garantizar una adecuada mineralizacion del
hueso, por lo que dichos resultados podrian explicar también la disminucién de la DMO
encontrada. Sin embargo, los datos encontrados en la bibliografia sugieren que la
patologia dsea en pacientes epilépticos no es tanto un problema en el proceso de
mineralizacion sino mas bien un aumento en la tasa de remodelado 6seo. Esta
afirmacion surge de un estudio realizado sobre 120 pacientes en tratamiento cronico con
FAE en los que se encontraron concentraciones de calcio significativamente
disminuidas y un aumento de la concentracion de PTH en comparacion con sujetos
control sanos, sin encontrar diferencias entre los niveles de vitamina D entre los dos
grupos. Los resultados de las biopsias Oseas realizadas a estos mismos pacientes
indicaron una mayor superficie y volumen de osteoide (hueso nuevo no mineralizado),
una velocidad de mineralizacion acelerada y un menor tiempo de retardo en la misma,
concluyendo que la enfermedad 0sea en dichos pacientes se debia principalmente a una
mayor tasa de remodelado 6seo méas que a un defecto en el proceso de mineralizacion
(263). Dicho estudio cobra fuerza al haber analizado los resultados obtenidos en las
biopsias Oseas, técnica que aporta resultados muy fieles a la situacion del hueso en

cuanto volumen, mineralizacidén y recambio 0seo.

La deficiencia o insuficiencia de vitamina D puede estar asociada con
concentraciones mas bajas de calcio sérico, hiperparatiroidismo secundario y aumento
de los marcadores de resorcion y recambio 6seo. Los primeros estudios realizados sobre
este tema en pacientes epilépticos coincidian con este concepto, sin embargo, la
mayoria de los sujetos incluidos en estas investigaciones eran pacientes
institucionalizados o presentaban déficit nutricionales, exposicién inadecuada a la luz
solar y ejercicio limitado, o vivian en paises del norte, factores considerados de riesgo
para el déficit de vitamina D e hiperparatiroidismo secundario. Curiosamente, muchos
de los estudios publicados posteriormente no encuentran niveles de vitamina D en suero

significativamente reducidos y los hallazgos con respecto a los niveles séricos de calcio
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y PTH tampoco son consistentes. En nuestro caso, los cambio en los niveles de
biomarcadores y vitamina D no se acompafian de cambios en las concentraciones de
calcio o PTH, implicados también en la regulacién del metabolismo fosfocalcico,
situacién que podria ser interpretada como un paso previo y temprano de la activacién

de la respuesta compensatoria que se pondria de manifiesto posteriormente.

El estudio del efecto de los FAE sobre la salud dsea diferenciando entre FAE
clasicos o de nueva generacion ha revelado diferencias estadisticamente significativas
en las concentraciones de OC y P1NP, siendo mayores en ambos casos en aquellos
pacientes en tratamiento cronico con FAE considerados de nueva generacion, y
discretos aumentos de B-CTX en el mismo grupo. A priori, esta diferencia podria estar
reflejando una mayor tasa de remodelado 0seo en dichos pacientes, o lo que es lo
mismo, que aquellos pacientes en tratamiento con FAE clasicos presentan una
disminucién del metabolismo Gseo con menores tasas de formacion Osea que podria
conducir a un envejecimiento acelerado del hueso que acabaria produciendo osteopenia
u osteoporosis y finalmente a la aparicion de una fractura 6sea. Este hallazgo parece
estar en consonancia con los datos de DMO obtenidos en las densitometrias que, aunque
no muestran diferencias significativas entre los dos grupos de FAE, si difieren
discretamente presentando un T y Z-Score mayor aquellos pacientes tratados con FAE
de nueva generacion, tanto a nivel lumbar como femoral. El efecto adverso de los FAE
clasicos sobre la salud 6sea es aceptado a nivel internacional debido a la gran cantidad
de estudios publicados durante los ultimos afios que avalan dicha afirmacion, ya sea
estudiando todos los FAE en conjunto (264,265) o cada uno de ellos en particular (CBZ
(218,266-268), PHT ((218,257) 0 VPA ((269,270).

La mayoria de los estudios realizados sobre este tema son estudios caso/control en
los que se analiza el efecto de dichos FAE sobre la salud Gsea y se compara con
controles sanos que no toman el tratamiento antiepiléptico. Ademas, gran parte de ellos
evallUa la salud 6sea y el riesgo de fractura de los pacientes a traves de los datos de
DMO obtenidos mediante densitometrias, pero son pocos los estudios encontrados en
los que se cuantifican los marcadores de remodelado 6seo en pacientes epilépticos

comparando el efecto de distintos FAE entre si.

Atendiendo a los datos de los biomarcadores de remodelado 6seo hemos encontrado

discrepancias en la bibliografia respecto a nuestros resultados. Asi, contrariamente a

203



Discusién

nuestros hallazgos encontramos los publicados por Verrotti et al que afirman que las
concentraciones de marcadores de formacién (ALPo, OCy P1NP) y de resorcion (NTX)
son mayores en los quince pacientes epilépticos de su estudio tratatos con CBZ al
compararlos con sujetos sanos que actuaban como controles, reflejando esto un mayor
recambio éseo (271). Sin embargo, el bajo numero de pacientes incluidos en dicho
estudio limita la fiabilidad de los resultados obtenidos. Por otra parte, un grupo de
investigadores de Estados Unidos estudio los efectos del LEV frente al efecto de otros
FAE clasicos como CBZ y VPA en un grupo de setenta pacientes demostrando que el -
CTX disminuia en ambos grupos de pacientes mientras que el P1NP Unicamente
disminuia en aquellos pacientes tratados con FAE clasicos. Los autores de este estudio
acaban concluyendo que tanto el uso de FAE clasicos como el de LEV se asocia con
una reduccion del recambio 6seo y una pérdida de masa 6sea (171). Kulak et al en su
studio de casos/controles demostro que aquellos pacientes tratados con PB mostraban
disminucion de su masa 6sea a lo largo del estudio, correlacionando dicha pérdida con
el aumento de B-CTX en dichos pacientes frente a los controles sanos (272). A pesar de
las discrepancias en los resultados de los biomarcadores la mayor parte de autores, al
igual que en nuestro caso, llegan a la conclusion de que el tratamiento con determinados
FAE surgidos al principio de la era de los antiepilépticos se asocia a una peérdida
acelerada de masa 0sea, y por tanto, a un mayor riesgo de fractura ésea. Con el tiempo
dichos efectos han sido detalladamente explicados en base a su mecanismo de accion;
como ya se ha comentado previamente, PHT o CBZ son FAE con efecto inductor
enzimatico lo cual conduce a la obtencion de metabolitos inactivos de la vitamina D que
no son capaces de ejercer su accion sobre el metabolismo fosfocélcico y acaban
conduciendo a una situacion de hipocalcemia y finalmente a defectos en la
mineralizacion 6sea (273,274). Por otra parte el VPA, que no presenta efecto inductor
enzimatico, se asocia a efectos 0seos adversos que parecen explicarse por la accién que
ejerce sobre las células 6seas; por un lado, modula la expresion de genes relacionados
con la diferenciacion y maduracion de osteoblastos, controlando por tanto su actividad,
y por otro potencia la actividad de los osteoclastos (275). En la cohorte estudiada en
esta Tesis Doctoral parece que todos los pacientes incluidos muestran una reduccion de
la tasa de recambio 6seo, aunque son los pacientes en tratamiento con LEV en los que
se detecta un efecto mas significativo; en dichos pacientes se encuentra una disminucion
notable tanto de ALPo como de OC y NTX vy discreta disminucién de PINP, situacion

que también se repite en el estudio puclicado por Beniczky et al (276). En los pacientes
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en tratamiento con FAE clasicos y VPA hay una disminucién significativa de ALPo
acompafiada de pequefias variaciones en la concentracion de P1NP, en el caso de los
primeros, y de NTX en los segundos, si bien es cierto que el nimero de pacientes en
tratamiento con FAE clasicos incluidos en nuestro estudio es limitado, hecho que puede
condicionar los resultados obtenidos. Sin embargo, a pesar de las limitaciones nuestros
resultados siguen la linea de los publicados por Hakami et al asumiendo que el
tratamiento con FAE, independientemente del mecanismo de accion, conlleva una
disminucién del turnover 6seo (171) y segun nuestros datos, parece que dicha
disminucién es mas marcada en pacientes en tratamiento con FAE clasicos. Sin
embargo, y haciendo hincapié en lo dicho hasta el momento, son necesarios mas
estudios para aclarar este afirmacion, ya que sigue habiendo discrepancias en los

resultados.

A pesar de que los resultados de los biomarcadores a lo largo del estudio reflejan una
disminucion de la tasa de remodelado 6seo que parece acompafiarse de una discreta
pérdida de masa Osea a lo largo del estudio no se ha encontrado una asociacion
significativa entre ambas, demostrando con esto que la determinacion de los niveles de
los biomarcadores no refleja el estado de la masa dsea y que, por tanto, no puede
considerarse una herramienta Util a la hora de evaluar la salud dsea y el riesgo de
fractura en un momento puntual. Sin embargo, ya hemos dicho que el principal uso de
los biomarcadores a dia de hoy no es el diagnostico de osteroporosis sino mas bien el
seguimiento de su evolucion, ya sea en respuesta a un tratamiento antirresortivo en el
caso que lo haya, o en respuesta a factores perjudiciales externos como es el tratamiento
con FAE en el caso que nos ocupa. Debido a que un ciclo de remodelado 6seo tarda
aproximadamente tres meses en completarse podemos pensar que tras ese periodo de
tiempo la concentracion de los biomarcadores se modificard reflejando los cambios
producidos a nivel del hueso (277). Esto nos permitiria evaluar al paciente en un
periodo de tiempo breve sin tener que esperar un minimo de seis u ochos meses a que
dichos cambios fuesen detectados en las densitometrias por lo que estariamos
detectando con antelacion la evolucion favorable o desfavorable de la tasa de
remodelado y podriamos anticiparnos a situaciones indeseables como son el desarrollo

de osteoporosis y su consecuencia ultima que es la fractura dsea.
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5.4.4. Polimorfimos genéticos y su relacién con la DMO

A dia de hoy se puede decir que cualquier enfermedad es el resultado de la
interaccion entre el componente genético y la multitud de factores ambientales a los que
estd sometido, si bien para la osteoporosis en particular ain nos hallamos en el camino
que nos aclare o cuantifique la trascendencia del primer componente. Diversos estudios
afirman que probablemente hasta el 80% de la cantidad de hueso que adquiere un
individuo esté determinada genéticamente. Desde esta perspectiva, la osteoporosis se
considera una enfermedad compleja, con una predisposicién adquirida y sujeta a fuertes
influencias ambientales perfectamente descritas en los estudios epidemioldgicos.

La importancia de la genética en la osteoporosis queda reflejada en las mas de mil
publicaciones surgidas desde que se descifro el codigo genético humano. La
identificacion del gen o los genes implicados en su desarrollo se ve dificultada, sin
embargo, por el caracter multifactorial de la propia enfermedad, asi como por la
heterogeneidad de las distintas poblaciones.

5.4.4.1. Gen del colageno tipo I (COL1A1)

La carrera por descubrir una alteracion genética que influyera en el desarrollo de la
osteoporosis se inicid con el estudio del gen COL1A1, la principal proteina de la matriz
Osea y cuya mutacion determina la aparicion de la osteogénesis imperfecta, siendo en la
actualidad uno de los genes candidatos mas ampliamente estudiados. A dia de hoy son
varios los estudios que avalan la idea de que la presencia del polimorfismo COL1A1-
Spl que afecta a una regidn reguladora clave de la expresion del gen se asocia a una

mayor susceptibilidad de sufrir una fractura osteoporotica (278).

Actualmente uno de los mayores estudios realizados sobre este polimorfismo es el
publicado por Ralston et al, un metaanalisis en el que se analizaron los datos de mas de
26.000 pacientes de varios centros europeos, todos dentro del marco del consorcio para
el estudio de marcadores genéticos para la osteoporosis, proyecto GENOMOS. Dicho
estudio demuestra la existencia de una asociacion entre la presencia del polimorfismo
COL1A1-Spl y la disminucion de la DMO tanto a nivel de la columna lumbar como del
cuello femoral, de manera que aquellos pacientes con genotipo homocigoto para el

polimorfismo ss presentaban valores de DMO inferiores al resto de pacientes con otros
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genotipos, tanto SS como Ss, y en consecuencia un mayor riesgo de sufrir fracturas
osteopordticas (72). Siguiendo esta idea se encuentran en la bibliografia multitud de
estudios que examinan la relacién entre la presencia del polimorfismo y la salud 6sea,
estando la gran mayoria de acuerdo con dicha teoria (279-282). A pesar de que este tipo
de estudios de asociacion son muy abundantes no hemos encontrado en la bibliografia
ninguna publicacién referente a pacientes epilépticos; sin embargo, nuestros resultados
son acordes con lo previamente expuesto encontrando que aquellos pacientes con
genotipo ss presentan una DMO menor que los pacientes con genotipos homocigoto
silvestre SS y heterocigoto Ss, hecho que se refleja tanto a nivel lumbar como femoral.

Algunos autores, por el contrario, describen una asociacion entre el riesgo de sufrir
fracturas osteoporoticas y la presencia del polimorfismo del colageno COL1A1-Spl de
modo que aquellos individuos con genotipo SS presentan menor riesgo de sufrir
fracturas, ya sea vertebrales como de cadera, que los portadores de un alelo s, siendo
dicho efecto independiente de la DMO (279). Y otros admiten que la presencia del
polimorfismo se asocia con un mayor riesgo de fractura aompafado de una modesta
disminucion de la DMO (282).

Estudios realizados sobre lineas celulares derivadas de osteoblastos con genotipo Ss
mostraron una produccion alterada de la cadena al de la proteina de colageno respecto a
la 02 (relacion 2,3 en heterocigotos Ss en comparacion con el valor esperado de 2 a 1
que se observo en homocigotos SS). Esta proporcion alterada de las cadenas al y a2 del
coldgeno puede ser relevante en la patogenia de la osteoporosis asociandose a una
resistencia deteriorada del hueso que puede dar lugar a una alteracion tanto de la

cantidad como de calidad dseas (70).

La gran mayoria de publicaciones encontradas en la bibliografia acerca del
polimorfismo del colageno COL1A1-Spl hacen referencia a grupos de mujeres, tanto
pre como postmenopausicas, ya que este colectivo es uno de los mas susceptibles de
sufrir osteoporosis (283). Sin embargo, también se ha encontrado asociacion entre la
presencia de éste y el riesgo de sufrir osteoporosis en hombres. Peris et al estudiaron un
grupo de hombres de Barcelona diagnosticados de osteoporosis idiopatica encontrando
en dicho grupo una mayor prevalencia del alelo s y del genotipo Ss no relacionado con

otros parametros del metabolismo éseo (280).

Respecto al resto de polimorfismos estudiados no se han encontrado diferencias
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significativas de DMO entre los distintos genotipos. Sin embargo, casi todos los
polimorfismos analizados siguen en la linea de lo publicado por otros autores.

5.4.4.2. Gen del receptor de calcitonina (CTR)

Otro gen posiblemente implicado en la patogénesis de la osteoporosis es el gen CTR,
concretamente un polimorfismo de nucledtico simple presente en la region 3” del gen
(CTR-Alul). Varias publicaciones realizadas durante los dltimos afios muestran una
asociacion significativa entre el polimorfismo CTR-Alul y la DMO, como es el caso del
estudio de Tsai et al en un grupo de mujeres postmenopausicas en el que se detecta
asociacion entre la presencia del polimorfismo y la DMO; en concreto en dicho estudio
se pone de manifiesto que aquellas mujeres con genotipo AA presentan una menor DMO
que el resto de participantes. El autor acaba concluyendo que la presencia del
polimorfismo CTR-Alul puede interpretarse como un marcador de riesgo para el
desarrollo de osteoporosis tanto a nivel de la columna lumbar como del cuello femoral,
aungue sugiere que dichos datos deben interpreten cautelosamente debido a la baja
prevalencia del genotipo AA en la cohorte estudiada (68). Asimismo, Zhang et al llegan
a esta misma conclusion tras realizar un metaanalisis en el que se engloban mujeres de
seis diferentes estudios pero todas ellas postmenopausicas; en este caso los autores del
trabajo asocian la presencia del polimorfismo con la DMO a nivel lumbar afirmando
que el andlisis de éste puede suponer una herramienta mas para el estudio del riesgo de
desarrollar osteoporosis (284). En otro metaanalisis publicado por Xiong et al que
engloba los datos de mas de 3000 mujeres y 650 hombres del sudeste asiatico se asigna
un papel protector a la presencia del polimorfismo del CRT-Alul demostranto que los
individuos con genotipo aa presentan una mayor DMO a nivel de la columna que el
resto de genotipos, mientras que dicho genotipo se asocia a un mayor riesgo de
presentar una DMO disminuida a nivel del cuello femoral (176). En nuestro caso no se
han detectado diferencias significativas entre los integrantes del grupo de estudio que
presentan diferentes genotipos, aunque si se aprecia una menor DMO en aquellos
pacientes con genotipo silvestre AA. Sin embargo, uno de los pocos estudios realizados
sobre poblacion espafiola, concretamente sobre una cohorte de 177 mujeres
postmenopausicas de la Comunidad Foral de Navarra, concluye afirmando que las
mujeres con un genotipo aa presentan una DMO menor a nivel del cuello femoral que el

resto de mujeres, o lo que es lo mismo, que las mujeres con dicho genotipo presentan un
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mayor riesgo para desarrollar osteoporosis y, finalmente, una fractura Gsea (285).
Teniendo en cuenta la discrepancia encontrada en los estudios publicados respecto a
este polirmofismo seria conveniente seguir profundizando en dicha investigacion para

esclarecer la influencia de dicho polimorfismo sobre la salud désea.

5.4.4.3. Gen del receptor de vitamina D (VDR)

A raiz de los estudios realizados por Morrison et al en los que quedaba reflejada la
asociacion entre la presencia del polimorfismo Bsml del gen VDR y la DMO (51) se
han llevado a cabo multitud de trabajos para seguir analizando dicha asociacion,
obteniéndose resultados contradictorios. En este primer trabajo se describia una
asociacion ente el genotipo BB del polimorfismo y la presencia de una menor masa
0sea; dichos resultados fueron confirmados por otros autores y varios metaanalisis han
surgido desde entonces defendiendo dicha idea como el publicado por Jia et al en 2013
en el que despues de analizar los resultados de 26 trabajos con un total de mas de 2200
pacientes y 3150 controles llegan a la conclusion de que el genotipo bb del
polimorfismo Bsml del VDR puede suponer un mecanismo protector frente al
desarrollo de la osteoporosis en aquellos sujetos que lo posean (53). Sin embargo,
también hay en la bibliografia otra vertiente en la que los autores no llegan a la misma
conclusion, como por ejemplo el metaanalisis realizado por Qin et al en el que se
analizan 41 trabajos de los cuales 20 corresponden a poblacion caucasica y 14 a
poblacion asiatica. En dicho metaanalisis no se encuentra asociacion evidente entre la
presencia del polimorfismo y la DMO y/o el riesgo de fracturas (286). O el trabajo
realizado por un grupo espafiol en el que se analiz6 el genotipo del VDR-Bsml de 210
mujeres postmenopausicas sanas a las que también se les realiz6 una densitometria dsea.
Los resultados recogidos en este estudio muestran la ausencia de asociacion entre el
polimorfismo citado y la DMO en mujeres sanas espafiolas (287). Recientemente ha
sido publicado un metaanalisis en el que se analizan los resultados de 58 estudios en el
que se incluyen los datos de pacientes de diferentes etnias. A pesar de encontrar
resultados muy dispares entre todos ellos sus autores acaban concluyendo que dado que
el polimorfismo VDR-Bsml no afecta a la secuencia de aminoécidos del VDR es
comprensible pensar que el genotipo no sea responsable de variaciones en la DMO a

nivel de la columna lumbar o el cuello femoral (288).
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Existen otros polimorfismos en el gen VDR, quiz& menos estudiados que el anterior
como es el caso del VDR-Fokl, que también se ha asociado con la salud Osea.
Yasovanthi et al describieron en su articulo una clara asociacion entre el genotipo ff del
VDR-Fokl y la baja DMO, tanto en personas sanas como en mujeres con 0steoporosis
de la India (289). De acuerdo con estos resultados estan los publicados por Wang et al
sobre su cohorte de mujeres asiaticas postmenopausicas que demostraron que la
presenciad del alelo f del VDR-Fokl se asociaba con una disminucion de la DMO (290).
En contra de estas afirmaciones han sido publicados algunos articulos en los que
también se encuentra una asociacion entre el polimorfismo ff del VDR-Fokl y la DMO
pero inversa a la previamente descrita, de manera que aquellos individuos con genotipo

ff presentan una mayor DMO que el resto (55,291).

Al estudiar el gen VDR en nuestro grupo de estudio no hemos encontrado diferencias
significativas en cuanto a la DMO de los pacientes con distintos genotipos, ni al analizar
el polimorfismo VDR-Bsml ni el VDR-Fokl. Sin embargo, si parece que aquellos
participantes del estudio con genotipo BB presentan menor DMO que el resto de
pacientes estudiados, siendo esta diferencia mas notable a nivel femoral. Igualmente, los
pacientes con genotipo ff presentan DMO discretamente inferiores a los pacientes
homocogotos salvajes FF o heterocigotos Ff. A pesar de no encontrar una significacion
estadistica tal que nos permita afirmar que existe asociacion entre dichos genotipos y la
DMO parece haber cierta tendencia hacia la pérdida de masa 6sea en aquellos pacientes
con el genotipo previamente descrito como “patologico” por lo que quiza ampliando el
numero de pacientes incluidos en el estudio podriamos obtener diferencias mas notables
que nos permitiesen afirmar esto sin condiciones. Son pocas las publicaciones
encontradas en la bibliografia que estudien este tipo de asociacidon en pacientes
epilépticos; entre ellos destaca una recientemente publicada que incluye los datos de 87
pacientes pediatricos con epilepsia en tratamiento con FAE durante mas de un afio, a los
cuales se les determinaron los cinco polimorfismos conocidos del VDR (Bsml, Fokl,
Apal, Taql y Cdx-2). De los pacientes incluidos, 19 presentaban osteopenia y ninguno
presentaba osteoporosis o historial de fracturas previas y sus autores concluian
exponiendo que no existia asociacion entre ninguno de los polimorfismos del VDR
estudiados y la DMO, aunque asumian las limitaciones del estudio aceptando que esta
falta de asociacidon podia deberse al tamafio relativamente pequefio de su cohorte (201).

Otro de los articulos referentes a los polimorfismos del VDR en poblacion epiléptica es
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el publicado por Jiang et al en el que estudian el genotipo de 82 pacientes y 150
controles referentes a los polimorfismos del VDR. Sin embargo, este estudio
simplemente hace un analisis de las frecuencias genotipicas de cada uno de los
polimorfismos sin asociarlo a la DMO. Sus autores afirman que el genotipo Ff es
significativamente mas frecuente en el grupo control que en los pacientes epilépticos
indicando esto un posible papel neuroprotector de dicho genotipo. Por otra parte, el
genotipo aa del polimorfismo Apal es mas frecuente en pacientes epilépticos
sugieriendo esto cierta susceptibilidad a padecer epilepsia del 16bulo temporal (202).

Es muy probable que la discordancia entre los resultados de la multitud de estudios
publicados pueda deberse a la inclusion en cada uno de los trabajos de grupos étnicos
muy diferentes, hecho que condiciona enormemente las conclusiones extraidas.
Ademas, hay un concepto importante a tener en cuenta y es que la expresion de los
genes puede verse afectada por las condiciones ambientales, hecho que se conoce como
epigenética. En basoe a esto se podria explicar que la homeostasis del calcio jugase un
papel importante de la expresion del gen VDR. Asi Stathopoulou et al afirmaban que
bajo condiciones de bajo consumo de calcio la presencia del alelo B del polimorfismo
Bsml aumentaba sustancialmente el riesgo de osteoporosis y en situaciones con una
adecuada ingesta de calcio la influencia del genotipo del polimorfismo Bsml era
practicamente indetectable. Con esto parecian concluir que la adecuada ingesta de calcio

podria contrarrestar los efectos perjudiciales que conlleva la presencia del alelo B (292).

5.4.4.4. Gen del receptor de estrdgenos (ER)

El Gltimo de los genes estudiados es el gen ERa, que como ya se ha comentado
previamente, es otro de los genes candidatos para estudiar el efecto del componente
genético de la osteoporosis. Los estrdgenos juegan un papel critico en la homeostasis
del metabolismo &seo, hecho que queda demostrado al observar la pérdida acelerada de
masa 6sea que se produce en las mujeres postmenopausicas al producirse el déficit
estrogénico caracteristico de esta época de la vida reproductiva de la mujer. Los bajos
niveles de estrogenos dan lugar a un desequilibrio del metabolismo 6seo y al aumento
de la produccion de citoquinas proinflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF-a. La IL6
facilita la proliferacion de precursores de los osteoclastos en tanto que la IL-1 y el TNF-

o potencian la funcién de los osteoclastos, incrementandose con todo la resorcion osea
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(293). Los estrogenos llevan a cabo su papel principalmente a través del ERao,
conociéndose ampliamente dos polimorfismos que pueden afectar su funcién, el ESR1-
Pvull y el ESR1-Xbal. Diversos estudios han encontrado una asociacion entre la
presencia/ausencia de dichos polimorfismos con la DMO, de manera que podrian
considerarse un factor de riesgo de fractura 6sea. De la misma forma que para el resto
de polimorfismos estudiados, existen diferencias entre los resultados obtenidos en los
diferentes estudios publicados. En el afio 2013 fue publicado un metaanalisis en el que
se incluyeron los datos de 5000 mujeres pertenecientes a 22 estudios en el cual se
demostr6 que la presencia del genotipo XX del polimorfismo Xbal se asociaba con un
mayor valor de DMO, tanto a nivel de la columna lumbar como del cuello femoral, al
compararlos con los portadores del alelo x. Asimismo, se analizé la influencia del
polimorfismo Pvull sobre la incidencia de fractura ¢sea asociando la presencia del alelo
P con una menor incidencia de fracturas en comparacion con los portadores del alelo p
(294). Igualmente, en la mayoria de estudios ralizados en poblaciones de origen asiatico
admiten que los genotipos PP 0 xx se asocian con valores mas bajos de DMO mientras
que en poblacion caucasica son los pacientes con genotipos pp y/o xx los que muestran

un mayor riesgo de sufrir osteoporosis (62).

En nuestro grupo de estudio ni los pacientes con genotipo PP ni aquellos con
genotipo xx muestran una DMO significativamente menor que el resto de pacientes con
diferentes genotipos. A pesar de todo, si parece haber cierta tendencia hacia una mayor
pérdida de masa dsea en aquellos pacientes con genotipo heterocigoto Pp para el
polimorfismo ESR1-Pvull, reflejandose este efecto principalemente a nivel lumbar,
hecho que coincide con lo publicado por Salmen et al (61), asi como una discreta
disminucion de la DMO que queda reflejada tanto en el T-Score como en el Z-score de

los pacientes con genotipo xx a nivel lumbar (Tabla 42).

Nuestros resultados estan en concordancia ademas con los expuestos en un
metaanalisis pulicado en 2010 en el que se incluia 1279 pacientes que habian sufrido
una fractura 6sea y mas de 6000 pacientes como grupo control en el que se evalu6 el
efecto del polimorfismo Pvull sobre el riesgo de fracturas, no encontrando asociacion
ninguna entre ambos. Sin embargo, al estudiar el tipo de fractura en este mismo grupo
de estudio se encontrd una asociacion entre la presencia de fracturas vertebrales y la
presencia del genotipo pp (295). Asimismo, los resultados del proyecto GENOMOS

referentes a los polimorfismos del gen ERa publicados por loannidis et al y que hacen
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referencia a 20.000 sujetos procedentes de ocho centros europeos siguen esta misma
linea, demostrando que la presencia de ninguno de los dos polimorfismos tuvo efecto
significativo sobre la DMO de los participantes (64).

En cuanto al estudio de los polimorfismos ESR1-Pvull y ESR1-Xbal en poblacion
espafola encontramos varios trabajos en concordancia con nuestros resultados, entre
ellos unos realizado en poblacién diabética de la Region de Murcia en el que tampoco
se encuentra asociacion entre la DMO y el genotipo (206) y otro publicado en poblacién
del Norte de Espafia en el que los resultados son similares (296). Actutalmente, no se
han publicado ningun articulo que estudie dichos polimorfismos en pacientes
epilépticos.

5.4.5. Polimorfismos genéticos y su relacion con los marcadores bioquimicos de

remodelado 6seo

5.4.5.1. Gen del colagenot tipo I (COL1A1)

En nuestro grupo de estudio no se han encontrado diferencias significativas entre los
pacientes con distintos genotipos para el polimorfismos del gen COL1A1-Spl y
ninguno de los marcadores bioquimicos de remodelado 6seo analizados. En uno de los
escasos estudios que relacionan el genotipo y la concentracion de diferentes
marcadores, el estudio OFELIA, unicamente se encuentran diferencias significativas en
los niveles de PICP siendo menores en pacientes con genotipo ss; en cuanto al resto de
marcadores estudiados, tanto de formacién como de resorcion, las concentraciones no
difieren entre pacientes con distintos genotipos (297). Tampoco encontraron diferencias
destacables el grupo de Sainz et al cuando estudiaron la influencia del polimorfismo
COL1A1-Sp1l sobre la salud 6sea de 109 pacientes sanas de entre 6 y 12 afios (298). En
ambas publicaciones, al igual que en nuestro caso, el genotipo ss se asociaba a los

menores resultados de DMO, sin corresponderse con los marcadores bioquimicos.
5.4.5.2. Gen del receptor de calcitonina (CTR)

En la cohorte estudiada en esta Tesis Doctoral se ha detectado que aquellos pacientes
con genotipo AA del polimorfismo CTR-Alul presentan concentraciones

significativamente mayores de ALPo que las del resto de pacientes con diferentes
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genotipos, hecho que parece estar reflejando una mayor tasa de formacién 6sea en estos
pacientes ya que como hemos dicho la ALPo es uno de los marcadores de sintesis de
hueso por excelencia. Sin embargo, este dato no estaria en concordancia con los datos
obtenidos en las densitometrias que muestran que dichos pacientes presentan valores de
DMO inferiores al resto de participantes con diferentes genotipos. No obstante, como ya
hemos dicho previamente, la concentracion de los marcadores de remodelado 6seo en
nuestro caso no parece corresponderse con el estado de la masa ¢sea del individuo en un
momento concreto, sino que mas bien parece reflejar la tasa metabolica de sintesis y/o
degradacion de hueso. Quiza por tanto, podriamos pensar que en pacientes con genotipo
AA, que presentan una DMO menor que el resto de pacientes, hay una mayor tasa de

sintesis de hueso como mecanismo compensatorio a dicha predisposicion genética.

Contrariamente a nuestros resultados se encuentran los obtenidos en un grupo de
mujeres espafiolas postmenopausicas en las cuales el genotipo homocigoto para el
polimorfismo aa se asocio con una menor DMO a nivel femoral, hecho que
posiblemente se acompariase de bajos niveles de ALPo y otros marcadores de
formacion de hueso como PINP (285), lo cual podria corresponderse con los datos
obtenidos en nuesto grupo a nivel bioquimico. Sin embargo, la mayor parte de estudios
encontrados en la bibliografia asocian la presencia del genotipo AA con una menor
DMO aunque ninguno de los articulos encontrados referentes al polimorfismo CTR-
Alul no analizan las concentraciones de los biomarcadores de remodelado 6seo por lo

que no es posible comparar nuestros resultados con los de otros autores.

5.4.5.3. Gen del receptor de la vitamina D (VDR)

Atendiendo al polimorfismo VDR-Bsml hemos detectado en nuestros pacientes que
aquellos con genotipo homocigoto BB para el polimorfismo son los que menores
concentraciones de NTX poseen. Dichos pacientes son ademas los que mayores valores
de T y Z-Score presentan (aunque sin apreciarse diferencias significativas entre
genotipos) tanto a nivel lumbar como femoral, resultados que como ya hemos visto
previamente coinciden con lo publicado por otros autores (299). Siguiendo el mismo
razonamiento que con el gen del CTR podemos pensar que en aquellos pacientes con
genotipo BB, en los que parece estar determinada genéticamente la menor DMO, la tasa

de remodelado 6seo esté disminuida para intentar compensar dicha pérdida intrinseca de
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masa Osea, de manera que haya menores tasas de resorcion dsea. A pesar de que la
diferencia entre las concentraciones del resto de marcadores de remodelado 6seo no
difiere significativamente entre los distintos genotipos, si parece que aquellos pacientes
con genotipo BB también presentan concentraciones discretamente menores de
marcadores de formacion como PINP u OC que las de pacientes con genotipos
diferentes. Reforzando dicha idea se encuentran los resultados obtenidos en el trabajo de
Ramirez Ruiz en una poblacion de pacientes diabéticos de la Regién de Murcia (206);
en dicha poblacion si se detectaron diferencias significativas en la concentracion de
determinados marcadores de remodelado, entre ellos la OC, cuya concentracion fue
menor en pacientes con genotipo BB. La sintesis de OC es inducida por el calcitriol,
forma activa de la vitamina D, que ejerce su efecto a través de su union al VDR. Por
este motivo no es extrafio pensar que la presencia de polimorfismos en el gen del VDR
pueda dar lugar a variaciones en las concenrtaciones séricas de OC o, lo que es lo
mismo, que las concentraciones de ésta estén bajo una fuerte influencia genética.
Morrison et al demostraron por primera vez que pacientes con genotipo bb del
polimorfismo VDR-Bsml se asociaba con concentraciones superiores de OC (300)
afirmacion que otros muchos autores han ido confirmando afios posteriores con sus

publicaciones (239).

No obstante, no todos los trabajos publicados siguen la misma direccion y
encontramos otros en los cuales no se observan diferencias significativas en la
concentracion de los marcadores de remodelado 6seo en funcién del genotipo del VDR-
Bsml, como es el caso del trabajo publicado por Laaksonen et al realizado sobre 93
mujeres del Norte de Europa en las que solo difieren las concentraciones de vitamina D,
siendo mayores en las pacientes con genotipo BB (301). En esta misma linea estan los
resultados de Garnero et al que, tras estudiar los resultados de 589 mujeres
postmenopausicas, no encontraron diferencias significativas en la concentracion de los

diferentes biomarcadores analizados (302).

En cuanto al polimorfismo VDR-Fokl no se han encontrado diferencias notables en
las concentraciones de ninguno de los biomarcadores de remodelado 6seo entre los
pacientes con distintos genotipos. En articulo realizado sobre 114 mujeres europeas, 33
sanas y 81 que presentaban osteopenia u osteoporosis, analizaron las concentraciones de
ALPo y PICP en funcién de los distintos genotipos de los polimorfismos del VDR, entre

ellos Fokl, sin encontrar tampoco diferencias apreciables entre estos (303). Sin
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embargo, en el trabajo realizado sobre poblacion diabética de Ramirez Ruiz ha quedado
demostrada la existencia de diferencias en la concentracion de B-CTX, siendo mas
elevada en pacientes con el genotipo ff (206); siendo este marcador un reflejo de la
resorcion Gsea coincide con otros articulos publicados en que dicho genotipo se asocia a
valores méas bajos de DMO (290).

5.4.5.4. Gen del receptor de estrogenos (ER)

En el grupo de pacientes incluidos en nuestro estudio aquellos con genotipo PP del
polimorfismo ESR1-Pvull muestran concentraciones notablemente superiores de NTX
que el resto de pacientes, lo cual podria estar reflejando una tasa acelerada de resorcién
0sea. Sin embargo, atendiendo a los datos de las densitometrias son los pacientes con
genotipo heterocigoto Pp los que menor DMO presentan, aunque sin diferir
significativamente del resto de pacientes. De esto podemos deducir que es la presencia

del alelo P la que marca la tendencia hacia una mayor tasa de resorcion 0sea.

Por otra parte, diversas publicaciones exponen la idea de que la presencia del alelo x
se asocia a la menor DMO, yendo mas alla algunos autores afirmando que el hecho de
poseer el haplotipo Px se asocia con niveles mas bajos de DMO (241,304). Sin embargo
son pocos las trabajos que relacionan el genotipo con las concentraciones de los
diferentes biomarcadores de remodelado 6seo y de los que lo hacen, la mayoria no
encuentra una asociacion significativa entre ambos (305). En nuestro trabajo, tampoco
se ha encontrado asociacion alguna entre el polimorfismo ESR1-Xbal y los

biomarcadores de remodelado 6seo.

5.5. Establecer la combinacién mas adecuada de marcadores de remodelado 6seo
y SNPs con las variables clinicas para el diagnostico y seguimiento de la

patologia 6sea en pacientes epilépticos.

Como ya se ha comentado previamente la realizacion de las densitometrias Oseas, y
en concreto densitometrias mediante DEXA, sigue siendo a dia de hoy el gold standard
para el diagndstico y seguimiento de la osteoporosis. No obstante, tiene como
inconvenientes no sélo el alto coste de la prueba si no la informacién limitada que

refleja. Como bien sabemos, la densitometria 6sea nos aporta informaciéon muy util
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acerca de la DMO de un individuo, es decir, de la masa de hueso por unidad de
superficie (g/cm?), y del contenido mineral 6seo (CMO) que corresponde al peso de la
parte mineral 6sea por unidad de longitud de barrido (g/cm) y que tiende a ser asimilado
al concepto de masa Osea, ya que el componente mineral es el componente mayoritario
del tejido Oseo. Estos datos reflejan el estado 6seo en un momento determinado v,
atendiendo a los criterios propuestos por la OMS, permiten clasificar al individuo como
individuo sano desde el punto de vista de la salud dsea, individuo con osteopenia o0
individuo con osteoporosis y relacionar este dato a su vez con el riesgo de fractura. Sin
embargo, esta prueba no aporta informacion dinamica del metabolismo 6seo ni permite
valorar que otros factores a parte de la masa y composicion 6sea pueden afectar a la
salud del hueso. Como hemos visto hasta ahora, la determinacién de ciertos parametros
bioguimicos de remodelado 6seo no refleja fielmente el estado 6seo de un individuo en
un momento determinado pero si nos permiten hacernos una idea de la tasa de
remodelado 0seo de dicho individuo en el tiempo. Asimismo, hemos comprobado como
el estudio de determinados factores genéticos tiene una influencia notable sobre la
DMO de los pacientes epilépticos incluidos en el estudio, demostrando que aquellos
individuos con genotipo xx del polimorfismo del gen del colageno COL1A1-Spl
presentan menor DMO que el resto de pacientes con otros genotipos. Es por esto que
durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral nos planteamos crear diferentes modelos
diagnosticos que, incluyendo la informacion que aportan unos y otros factores, nos
permitiesen predecir el riesgo de desarrollar osteopenia/osteoporosis sin necesidad de la
realizacion de una densitometria désea y poder asi adelantarnos a sus fatales
consecuencias. Al mismo tiempo, el empleo de dichos modelos supondria una ventaja
econdmica para el sistema sanitario ya que ambos tipos de determinaciones

(biogquimicas y genéticas) son mas economicas que las pruebas de imagen.

Por tanto, a raiz del planteamiento anteriormente expuesto, elaboramos distintos
modelos diagnosticos con el objetivo de predecir la probabilidad o riesgo de que un
paciente epiléptico en tratamiento con FAE durante mas de doce meses desarrollase
patologia 6sea, entendiendo como tal la osteopenia u osteoporosis diagndsticada
mediante densitometria por DEXA segun criterios de la OMS (T-Score inferior a -1). Se
ha hecho el estudio por duplicado, analizando los resultados de las densitometrias a
nivel femoral y lumbar, ya que al haber distintos tipos de hueso en cada una de las

localizaciones estudiadas el efecto puede variar.
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A nivel femoral se han elaborado tres modelos diagndsticos. El primero incluye
distintas variables clinicas y variables directamente relacionadas con la epilepsia, todas
ellas recogidas durante las entrevistas realizadas en cada una de las visitas. EIl segundo
modelo incluye, a parte de las variables clinicas que resultaron relevantes del modelo I,
los marcadores bioquimicos de remodelado 6seo analizados en el estudio, tanto de
formacion como de resorcion. Y en el tercer y ultimo modelo se incluyen los resultados

de los polimorfismos relacionados con el metabolismo 6seo estudiados.

Para elaborar cada modelo se ha llevado a cabo un estudio de regresion logistica
binaria y posteriormente se ha evaluado su utilidad como predictor de patologia 6sea en
el grupo de pacientes epilépticos estudiados. Seguin el Modelo I, que sélo incluye
variables clinicas, la presencia de hipertension arterial es el unico factor predictor de
patologia 6sea de forma independiente. En el Modelo 11, que incluye los marcadores
bioquimicos de remodelado 6seo, ademas de la hipertension arterial la cuantificacion de
los niveles de ALPo pueden considerarse una herramienta atil predecir la enfermedad
de manera independiente. En contra de lo que cabia esperar, a pesar de que en nuestro
estudio ha quedado demostrado que la presencia del polimorfismo COL1A1-Spl del
gen del colageno se asocia a menores valores de DMO en la cohorte de pacientes
epilépticos estudiada, este no puede considerarse de forma independiente como un

factor capaz de predecir la osteopenia u osteoporosis a nivel femoral.

Los tres modelos diagndsticos elaborados presentan una adecuada capacidad para
realizar estimaciones no sesgadas de la probabilidad de osteopenia/osteoporosis, lo cual
se deduce tras realizar el test de Hosmer Lemeshow, test que permite analizar la
calibracion del test o lo que es lo mismo, analizar la concordancia entre los resultados

observados Y las predicciones arrojadas por el modelo.

Al comparar los tres modelos elaborados no encontramos diferencias significativas
entre ellos a la hora de diagnosticar patologia 6sea, aunque si parece que el Modelo 111
es el que mas informacion aporta, con un mayor area bajo la curva en el andlisis de
curvas ROC. Esto es logico si tenemos en cuenta que es el modelo que mas informacion
recoge, incluyendo como variables clinicas la presencia de hipertension arterial y DM,
el consumo de tabaco, los niveles de calcio y vitamina D en la dieta y el tiempo de
disgnostico de la epilepsia, como marcador bioquimico la determinacién de las

concentraciones de ALPo y como factores genéticos, el genotipado del polimorfismo
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COL1A1-Spl.

Como hemos visto, la hipertension arterial es una de las variables clinicas que se
recoge en los tres modelos elaborados, pudiendo considerarse en los tres como un factor
predictor de osteoporosis incluso valorado de forma independiente. Sin embargo, estos
resultados seria conveniente contrastarlos con otros trabajos similares o realizarlos con
un mayor namero de pacientes ya que el bajo nimero de participantes con hipertension
incluidos en el estudio podria estar limitanto las conclusiones extraidas del analisis
estadistico. No obstante, a raiz de los resultados obtenidos se ha procedido a comparar
la DMO medida como T y Z-Score a nivel femoral en funcion de si el paciente
presentaba o0 no hipertension arterial (Tension Arterial Sistolica > 140 mmHg y/o
Tension Arterial Diastolica > 90mmHg). Dicho estudio ha revelado que los pacientes
hipertensos presentan valores de DMO significativamente menores que los normotensos
(T-Score: -1,09 vs 0,45; p=0,019), lo cual quiere decir que la hipertensidn arterial podria
considerarse como un factor de riesgo importante para el desarrollo de osteoporosis a la
hora de la valoracion inicial de un paciente epiléptico. Varios son los trabajos
publicados que estudian la relacion entre las cifras de presion arterial y la DMO, aunque
los resultados de los mismos son dispares. El estudio de Perez Castrillon et al realizado
sobre 82 mujeres espafiolas menopausicas e hipertensas analizaba la DMO en columna
lumbar mediante la realizacion de densitometrias. En dicho estudio, un 22% de las
mujeres eran hipertensas pero no se encontré asociacion significativa entre la presion
arterial y la masa Osea. Sin embargo, si se encontrd una correlacion negativa entre la
presion arterial y los niveles de osteocalcina, lo cual permitié afirmar al autor de dicho
estudio que en mujeres hipertensas hay una menor tasa de formacion se hueso (306).
En otro estudio publicado en Espafia bajo los auspicios de la Sociedad Espafiola de
Hipertension (SEH), la Liga Espafiola para la Lucha contra la Hipertension Arterial
(LELHA) y la Fundacion Hispana de Osteoporosis y Enfermedades Metabolicas Oseas
(FHOEMO) se hace referencia a un trabajo en el que 333 mujeres fueron estudiadas,
realizandoseles una toma de la tensién tensién arterial y una tomografia computarizada
cuantitativa radial. EIl analisis de los datos observados evidencidé una mayor prevalencia
de hipertension arterial en el grupo de mujeres que presentaban osteopenia que en el
resto (307). 400 mujeres fueron incluidas en un estudio trasversal realizado en Jordania
por Shilbayeh et al en el que se analizaron los posibles factores de riesgo para el

desarrollo de la osteoporosis. Tras realizar un ajuste por edad e IMC, el analisis

219



Discusién

logistico considero, al igual que en nuestro caso, la hipertension arterial como factor
independiente de riesgo para la osteoporosis, ademas de otras variables como la
menopausia, el consumo de tabaco y la presencia de determinadas enfermedades como
la enfermedad gastrointestinal o la artritis reumatoide (308). En sentido opuesto
encontramos otro estudio en el que se investigd la relacion entre osteoporosis e
hipertension arterial y que fue publicado por Hanley et al. Estos autores incluyeron
5566 mujeres y 2187 hombres con una edad media de 67 y 66 afios, respectivamente.
En este estudio, la prevalencia de hipertension arterial (29,9% en hombres y 33,8%en
mujeres) se asocio sin embargo a mayores medidas de masa 6sea, siendo las diferencias
mas pronunciadas en columna lumbar y cuello femoral en mujeres y en columna lumbar
en hombres (309).

Entre los marcadores bioguimicos de remodelado ¢seo cabe destacar el papel de la
fosfatasa alcalina 0sea (ALP0) ya que tras el estudio de regresion logistica realizado ha
resultado ser el unico de los marcadores analizados capaz de predecir el riesgo de
osteoporosis de forma individual. Como ya se ha dicho en apartados anteriores, el
estudio de los marcadores bioquimicos no ha resultado ser ultil a la hora de diagnosticar
osteopenia/osteoporosis en la cohorte de pacientes epilépticos seleccionada. Sin
embargo, y coincidiendo con la bibliografia, el estudio de los biomarcadores si parece
reflejar correctamente la tasa de remodelado éseo, por lo pensamos que el estudio de la
concentracion de ALPo junto con otras variables clinicas y polimorfismos genéticos
dentro de un mismo modelo disgnostico podria resultar ser una herramienta muy Gtil en
la valoracion inicial del paciente epiléptico que va a comenzar un nuevo tratamiento
antiepiléptico, estimando el riesgo mayor o menor de sufrir osteopenia/osteoporosis

asociada.

En cuanto a los polimorfismos de los genes relacionados con el metabolismo éseo
solamente el estudio del polimorfismo COL1A1-Spl del gen del colageno tipo 1 parece
tener relevancia a la hora de determinar la masa 6sea en los pacientes epilépticos. Aun
con todo, el estudio de regresion logistica realizado ha reflejado que no es buen
predictor de osteopenia/osteoporosis estudiado de forma independiente por lo que su
estudio no debe realizarse de forma aislada, aunque combinado con otras variables
clinicas y junto a la cuantificacién de la APLo su capacidad diagnéstica mejora

significativamente.
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Al comparar la utilidad de los tres modelos mediante la diferencia de &reas y el IDI,
no se observaron diferencias significativas al comparar los distintos modelos entre si,
aunque si parece que al comparar el Modelo Il con el Modelo Il haya una tendencia
hacia la significacion estadistica, reflejando quiza que el Modelo 11l sea el que mejor
predice el riesgo de patologia Gsea frente al resto.

Actualmente, a pesar de que los efectos secundarios sobre la salud 6sea asociados al
tratamiento con FAE (fundamentalmente FAE clasicos) estan perfectamente descritos y
demostrados en diferentes estudios, no queda plasmada en las distintas guias sobre
epilpesia la recomendacion de realizar estudios del estado 6seo en dichos pacientes
antes de empezar un tratamiento anitepiléptico o durante el mismo, ni tampoco en las
guias de prevencion de osteoporosis. Algunos autores comienzan a barajar dicha opcion,
aunque por el momento no esta claro ni como ni cuando hacer este tipo de cribados.
Hasta ahora la técnica de eleccion es la densitometria dsea, pero como ya sabemos es
una técnica cara y debe seleccionarse cuidadosamente a quien realizarla y cuando
hacerlo. Pack et al proponen realizar una densitometria a aquellos pacientes tras un
tratamiento con FAE durante 3 0 5 afios, sin embargo no precisan la frecuencia con la
que debe repetirse dicho estudio. Probablemente, la respuesta dependa de la edad del
paciente, el tipo de tratamiento antiepiléptico asociado y el grado de patologia Osea
detectado (310). Una alternativa posible en el estudio de la salud dsea de pacientes
epilépticos seria realizar el estudio del polimorfismo COL1A1-Spl al inicio del
tratamiento, asi como la cuantificacion de los niveles de ALPo, lo cual nos daria una
idea de la tasa de metabolismo éseo de individio y de su mayor o menor predisposicion
genética a perder masa 0sea a lo largo del tiempo. Estos datos, junto con la valoracion
de una serie de datos clinicos, entre ellos la hipertension arterial, ayudarian al clinico a
clasificar a cada paciente con un mayor o menor riesgo de pérdida de masa ésea y por
tanto, una tendencia hacia el desarrollo de la osteoporosis. En aquellos pacientes en los
que el riesgo fuese elevado estaria indicada la realizacion de densitometrias, tanto

diagndstica como de seguimiento, e incluso el tratamiento con farmacos antirresortivos.

Si tenemos en cuenta los datos obtenidos a nivel lumbar vemos que el estudio de
regresion logistica arroja resultados diferentes. En este caso, variables clinicas como el
sexo o el tipo de FAE clasico/nuevo que toman los pacientes son capaces de predecir el
riesgo de osteopenia/osteoporosis de forma independiente. El sexo es uno de los

factores de riesgo no modificables para el desarrollo de osteoporosis, aceptando que el
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déficit estrogénicoque se produce tras la menopausia conduce a una mayor pérdida de
masa 0sea. Por otro lado, es importante tener en cuenta el tipo de FAE con el que se va
a tratar al paciente, ya que segun la bibliografia, los FAE clasicos con efecto inductor
enzimatico se asocian a menores valores de DMO (256). En nuestro caso no se han
encontrado diferencias estadisticamente significativas a nivel densitométrico que
puedan nos permitan afirmar esto con rotundidad, aunque si parece haber cierta
diferencia entre los valores de DMO, siendo mayor en aquellos pacientes en tratamiento
con FAE de nueva generacion. Quizd, un mayor nimero de pacientes o la mayor
duracion del estudio permitirian comprobar dicho efecto. No obstante, consideramos
que incluir este tipo de varibles clinicas en un modelo diagndstico, junto con otras

variables bioquimicas y/o genéticas aumentaria la eficacia diagndstica del mismo.

A esto se suma la informacidn proprocionada por la presencia de dos polimorfismos,
el polimorfismo COL1Al1-Spl y el ESR1-Xbal, que también han mostrado ser
herramientas Utiles de manera independiente en la prediccion de patologia 0sea. Esto
aportaria grandes ventajas ya que las variables clinicas son recogidas al inicio del
estudio de cada paciente antes de realizar ningun tipo de intervencion, como parte de la
anamnesis, y no requieren ningun coste adicional. Dicha informacion podria ayudar al
clinico a tomar determinada actitud frente a un paciente epiléptico que, a priori,
presentase mayor probabilidad de desarrollar osteopenia/osteoporosis al iniciar el
tratamiento antiepiléptico. Si a esto se suma la informacion aportada por el estudio de
los polimorfismos genéticos, que simplemente es necesario realizar una vez en la vida, y
teniendo en cuenta que el modelo V ha presentado un AUC adecuada, seria posible
categorizar a los pacientes en funcion del riesgo de desarrollar alguna alteracién a nivel
6seo, suponiendo esto una herramienta muy Util para el clinico a la hora de seleccionar
pacientes candidatos a la realizacion de densitometrias al inicio del tratamiento, o de
identificar a aquellos que a priori requiriesen tratamientos antirresortivos para prevenir

la pérdida acelerada de hueso.

Esta diferencia entre los modelos obtenidos a nivel femoral y lumbar podria
explicarse por la presencia de distinto tipo de hueso en cada una de las localizaciones; a
nivel lumbar existe una mayor proporcion de hueso trabecular, que como ya hemos
dicho previamente es metabdlicamente mas activo, lo cual podria suponer que la fuerza
de las variables clinicas ya estuviese ejerciendo un efecto tal sobre el hueso que fuese

capaz de predecir por si solo el riesgo de desarrollar patologia 6sea.
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Por tanto, se puede afirmar que la aplicacion de este tipo de modelos permitiria
realizar un screening en los pacientes epilépticos para seleccionar a aquellos condidatos
a un seguimiento mas exhaustivo por presentar mayor riesgo de desarrollar
osteopenia/osteoprosis. Sin embargo, seria necesario realizar mas estudios en esta linea
para poder afirmar esto con méas certeza y poder comprobar si la aplicacién de los

mismos aporta las ventajas que en principio parecen tener.

5.6. Limitaciones del estudio

El desarrollo de esta Tesis Doctoral se ha enfrentado a dos limitaciones importantes.
La primera de ellas es el bajo namero de pacientes incluidos en la misma. A pesar de
que la epilepsia es una enfermedad frecuente en nuestro medio no ha sido féacil
encontrar pacientes dispuestos a participar en el proyecto; como ya se ha dicho
previamente, la epilepsia es una enfermedad que acarrea importantes problemas
médicos y sociales como consecuencia por un lado de la aparicion de crisis recurrentes
y los efectos secundarios de la medicacidn, y por otro de la estigmatizacion social. Todo
esto hace que estas personas, en ocasiones, vean disminuida su calidad de vida y en
muchos casos limitada su movilidad y no se presten facilmente a participar en un
proyecto que implica un mayor nimero de visitas medicas. A todo esto se suma el
hecho de que cada tipo de FAE tenga un efecto diferente sobre el metabolismo 6seo, lo
que hace que cada subgrupo tenga un menor numero de pacientes y a veces resulte

insuficiente el tamafio muestral de cada subgrupo para sacar conclusiones robustas.

Otro aspecto importante del proyecto que supone una limitacion a la hora de
interpretar los resultados es el corto periodo de tiempo transcurrido entre las dos visitas.
A pesar de que se considera que un ciclo de remodelado 6seo se completa en tres meses
aproximadamente y que tras seis meses seria posible observar variaciones en la DMO,
las guias clinicas recomiendan realizar densitometria de control transcurrido al menos
un afio desde la ultima densitometria. Sin embargo, a la hora de plantear el estudio se
decidio adelantar la visita de control para disminuir el tiempo de seguimiento y evitar
asi en lo posible el abandono por parte de los pacientes por miedo a perder pacientes

que tan dificiles son de seleccionar.
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6. CONCLUSIONES

Las conclusiones que se pueden extraer de esta Tesis Doctoral se enumeran a

continuacion:

1. Los pacientes incluidos en nuestro grupo de estudio difieren de lo descrito en la
bibliografia en cuanto a edad y sexo, siendo en nuestro caso mas prevalentes los
hombres de entre 20 y 40 afios. Respecto a la etiologia de la epilepsia y el tipo de
FAE asociado, los datos obtenidos son acordes a lo descrito por otros autores,
siendo la epilepsia de tipo estructural la mas frecuente y el FAE mas utilizado el

Levetiracetam.

2. Los genotipos mas frecuentes de cada uno de los polimorfismos estudiados son:
para el gen VDR, genotipo Bb del polimorfismo Bsml y genotipo Ff del
polimorfismo Fokl; para el ESR1, genotipo PP del polimorfismo Pvull y genotipo
xx del polimorfismo Xbal; genotipo aa del polimorfismo CTR-Alul y genotipo SS
del polimorfismo COL1A1-Spl, no existiendo diferencias entre hombres y
mujeres. Los genotipos PP, xx, aa y ss son mas frecuentes en pacientes epilépticos

que en poblacion sana de referencia.

3. A) Se ha detectado un aumento de la concentracion de vitamina D a lo largo del
estudio, y en aquellos pacientes en tratamiento con FAE de nueva generacion se
ha detectado ademas un aumento de la calcemia. El tratamiento con FAE de
efecto inductor enziméatico conlleva una reduccion significativa de la calcemia,
aungue no se acompafa de disminucion de niveles de vitamina D. El genotipo BB
promueve el aumento de los niveles de calcio en suero, el genotipo Pp conduce a
una reduccion de los niveles de fosforo y PTH y el genotipo XX a un aumento de

la concentracion de fésforo en orina.

B) El tratamiento con FAE, independientemente del mecanismo de accion, esta
asociado al metabolismo lipidico de los pacientes, disminuyendo tanto el
colesterol total como de colesterol LDL. Los pacientes con el genotipo aa del
polimorfismo CTR-Alul presentan mayores concentraciones de triglicéridos y

colesterol LDL, y menores de colesterol HDL.
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C) Ni los distintos tipos de FAE ni los genotipos de los diferentes polimorfismos
estudiados influyen sobre la funcion renal de los pacientes epilépticos.

A) EI tratamiento con FAE no parece tener un efecto perjudicial a corto plazo
sobre la salud 6sea ya que no se han detectado diferencias en las densitometrias.
La DMO es menor en mujeres que en hombres, sin haber diferencias entre
aquellos pacientes en tratamiento con FAE clasicos o de nueva generacion.

B) El uso de la herramienta informatica FRAX® no es apropiado para valorar el
riesgo de fractura en pacientes epilépticos al no considerar la toma de FAE como
un factor de riesgo de osteoporosis.

C) Los marcadores de remodelado 6seo no pueden considerarse una herramienta
atil para el diagnostico de la osteoporosis ni para valorar el riesgo de fractura en
nuestro estudio. Sin embargo, si reflejan la tasa de remodelado 6seo y por tanto
pueden ser utiles para evaluar la respuesta del tejido Oseo tras el incio del

tratamiento con FAE.

D) La presencia del genotipo ss del polimorfismo del gen del colageno tipo 1

COL1A1-Sp1 se asocia a menores valores de DMO obtenidos por densitometria.

El uso de modelos diagndsticos que incluyan variables clinicas, bioquimicas y la
determinacion de polimorfismos genéticos aporta informacion util para la
identificacioin de pacientes epilépticos con mas riesgo de desarrollar

osteopenia/osteoporosis.
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Anexos

ANEXO I: Hoja de recogida de datos

IIl TIPO DE PIEL
EDAD: ...... PESO: ...... ALTURA: ... TMC: ...  SEXO: Piel clara y pecas I
AMTECEDENTES FAMILIARES Piel blanca It
. ) O Piel blanca-morena III
1. Osteoporosis =il no Piel morena v
ANTECEDENTES PERSONALES Piel morena-oscura | V
HTA si[ | DM si [ ] OLP si[ ] Tabace si[_| Alechel sil | Enf.endocrinas si [ Piel negra VI
ne | ne [| ne ] ne [_| ne [ ne [
pag/d:...... g/di... (especificar)
HISTORIA DE EPILEPSIA
1. Afios de epilepsia: . afios
2. Tipo de crisisi 6TC O Focales O Convulsiones bilaterales O Otras O
3. Etiologia: Genetica O Estructural [] Etiologia desconacida Ol
4. Duracién del tto actual: ... meses
5. Fdrmaco antiepiléptico actual y dosis:
[JLEV: dosis: __.mg/d [0 ZNS:dosisi._.mg/d L[| CBZ: dosis:...mg/d [1VPA dosis:....mg/d
[] LES: dosis.....mg/d [0 EsL:dosisi...mg/d 1 PHT: dosis:.......mg/d

EJERCICIO FISICO (aerdbico o de carga)

Basal: 6 meses:
Diario (| Diario

s2h 3v/sem [ | >2h 3v/sen ]
1-6h/sem [ 1-6h/sem [ |
Esporddico [ ] Esporddico[]
Mo realiza [ No realiza [ ]

TRATAMIENTOS ANTIEPILEPTICOS PREVIOS:

TRATAMIENTOS CONCOMITANTES:

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

CAMBIOS EN LA MEDICACION DURANTE LOS 6 MESES:
st O NO [ ESPECTFICAR: ..o oot e oo e et s o s e

NUMERO DE CRISIS DURANTE LOS 6 MESES: oo
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ANEXO I1: Resolucion del comité ético




