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INTRODUCCION:

1. GLANDULAS PARATIROIDES

1.a-. Anatomia e Histologia:

Las glandulas paratiroides son unas estructuras pequefias y ovoideas que, aunque su
localizacion exacta es variable, suelen encontrarse en la parte posterior de la glandula tiroides.
Embriolégicamente proceden del tercer y cuarto arco branquial, por lo general son cuatro y se
denominan en funcién de su localizacion en paratiroides superior/inferior y derecha/izquierda.
Habitualmente tienen un tamafio de 5-6mm de longitud, por 4-5mm de ancho y 1.5-2mm de
grosor, pesando unos 40 g cada una.

Histoldgicamente, cada glandula paratiroide esta rodeada por una capsula de tejido conjuntivo
y en su interior se encuentran tres tipos de células: las células principales, los adipocitos y las
células oxifilas (Fig. 1). Las células principales son el componente activo de la glandula

paratiroide, ja que son las que
producen la hormona paratiroidea
(PTH). Los adipocitos hacen de
tejido de sostén en el que las células
principales y las oxifilas se disponen
alrededor de una fina red de vasos
capilares. La funcién exacta de las
células oxifilas todavia no se conoce

con certeza.

2,

- -
SR .

Fig. 1: Histologia de la gldndula paratiroides
(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Parathyroid_gland_low_mag.jpg)

1.b. Fisiologia:

La principal funcién de las glandulas paratiroides es la produccién y secrecidon de la PTH. Esta
hormona, junto con la vitamina D y la calcitonina, forman un complejo sistema
endocrinoldgico que controla la homeostasis del calcio y del fosforo del organismo.

La PTH es un polipéptido de 84 aminoacidos cuyo residuo amino-terminal es la serina y el
carboxi-terminal la glutamina (Fig. 2). Tiene una masa molar de 9.5 kD y su accién biolégica
radica en la secuencia 1-34.
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Las células principales de las glandulas paratiroides disponen de un receptor-sensor del calcio
que regula la sintesis, secrecién y degradacion de la PTH en funcién de las concentraciones
plasmaticas del calcio. La disminucién de la calcemia induce un aumento en la sintesis y
secrecion de la PTH, asi como una reduccién de su degradacion.

Las acciones fisioldgicas de la PTH son:

- A nivel renal: Produce un aumento en la reabsorcién tubular de calcio y magnesio.
También provoca un incremento en la excrecidn urinaria de fosforo por disminucion de la
reabsorcién tubular proximal de este ion.

- En el hueso: La exposicion continua a niveles elevados de PTH estimula la resorcion dsea
movilizando el calcio del hueso hacia el plasma.

- A nivel intestinal: Un exceso de PTH produce una sobreestimulacion de la 1-a-hidroxilasa
renal aumentando la metabolizacién de la 25-OH-Vitamina D hacia la 1,25-OH, vitamina D
o calcitriol. Esta ultima estimula la absorcién intestinal de calcio y fésforo.

Se ha observado que la

N -terminus-  Ser  Val  Ser  6Glu lle Gin leu Met His Asn Lew Gy Lys His Leu 4sn

actividad de la PTH estd W
Met
intimamente  relacionada 3 oy .
. Phe Asn His  Val Asp G Leu Lys Lys Arg Lew Tp Glu  Val  Arg
con la presencia de @
Ala
calcitriol. En ausencia de ~ 40 5
. . ., Gy Ao PFro L Aa Pro Ag Asp Al Gy Ser Gin Ag Pro A
esta vitamina la accién de iz

la PTH es sustancialmente i 5
Als  Glu Gy Leuw Ser Lys Gl His  Ser Glu Vil Leu Val  Asn Asp

menor. -

Asp Val Asn Val Lew Thr Llys Ala Lys Ser Gin -C-terminus

Fig. 2: Molécula de PTH (http.//www.rxlist.com/natpara-drug.htm)

METABOLISMO OSTEO-MINERAL

2.a-. Metabolismo fosfo-calcico:

El calcio y el fésforo son dos cationes de gran importancia en numerosos procesos bioldgicos.
El calcio interviene en la conduccién nerviosa, la contractilidad muscular, en la regulacién de
hormonas y enzimas, en la coagulacion, la mineralizacidn del hueso, etc. El fosforo forma parte
de los fosfolipidos de membrana, de los nucledtidos que forman el RNA y el DNA, del
metabolismo de moléculas como el ATP, actia como regulador enzimatico, etc.

Para mantener una calcemia y una fosfatemia que permita desarrollar todas estas funciones se
dispone de un complejo sistema de regulacién homeostatica.

El 99% del calcio del organismo lo encontramos en forma de cristales de hidroxiapatita, es
decir, en los huesos. El 1% restante se halla en el plasma y lo encontramos de tres maneras
distintas: el 50% circula como catidn libre, un 10% circula ligado a aniones como el citrato o el
bicarbonato y el 40% lo hace ligado a proteinas (principalmente la albumina).

El calcio idnico es la fraccion biolégicamente activa y puede sufrir variaciones importantes con
el cambio de pH, ya que éste modifica la unién calcio-albimina. Por cada décima que baja el
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pH, la unidon a proteinas baja un 0.2mg/dL, aumentando asi el calcio idnico. Otro factor que
puede interferir en la valoracién del calcio plasmatico es la concentracidn de proteinas. La
calcemia aumenta o disminuye 0.8mg/dL por cada 1g/dL que varie la albuminemia.

Del mismo modo que el calcio, la mayor parte del fésforo del organismo (el 85%) se encuentra
en el hueso. El 70% del fosforo plasmatico y la mayoria del fésforo intracelular se encuentra en
forma de fosfato organico.

Absorcion intestinal del calcio y del fosforo:

En condiciones normales sdlo absorbemos el 30% del calcio que se encuentra en la dieta. Este
calcio se absorbe fundamentalmente a nivel del duodeno y del yeyuno; y lo hace en su mayor
parte, a través de un proceso de absorcién transcelular que esta regulado por la vitamina D.
Las dietas pobres en calcio, el déficit de vitamina D y la falta de respuesta intestinal a la misma
(tratamiento con corticoides, hipertiroidismo, sindromes de malabsorcién...), son las causas
mas frecuentes del déficit de absorciéon del calcio.

El mecanismo de absorcion del fésforo es similar al del calcio, aunque la absorcidn neta del
mismo es proporcional al contenido en fésforo de la dieta. Esta absorcion se ve entorpecida
en dietas ricas en calcio, ya que se forman fosfatos de calcio que son practicamente insolubles
y siguen su curso por el intestino hasta ser excretados con las heces.

Reabsorcion de calcio y fosforo a nivel renal:

Sélo el calcio plasmatico que no estda unido a proteinas plasmaticas es filtrado a nivel
glomerular. El 70% del calcio ultrafiltrado se reabsorbe en el tubulo proximal, el 20% lo hace
en el asa de Henle y un 8% en el tibulo contorneado distal. La PTH es el principal regulador de
la excrecion del calcio, ya que un aumento de esta hormona disminuye el filtrado y aumenta la
reabsorcién tubular del calcio. El calcitriol, por su accidn en el tubulo distal, también provoca

un aumento en la reabsorcién del calcio.

Solo un 10% del fésforo plasmatico circula unido a proteinas plasmaticas, esto implica que el
90% del fosfato es ultrafiltrable. A pesar de ello, mas del 85% del fosfato filtrado a nivel
glomerular serd reabsorbido a nivel del tubulo proximal. La PTH también tiene un papel
regulador en la eliminacién renal de fosfato, ya que su aumento disminuye la reabsorcion

tubular, aumentando su eliminacion.
Reabsorcion del calcio y fosforo dseo:

La accidn reabsortiva y movilizadora de calcio que tiene la PTH a nivel dseo viene determinada
por el sistema OPG/RANK/RANKL. La PTH aumenta la expresion del RANKL y disminuye la de la
OPG. Una vez unido a su receptor, el RANKL estimula la diferenciacion de células precursoras a
osteoclastos, activa los osteoclastos maduros y prolonga su vida al inhibir su apoptosis,
aumentando, en definitiva, la resorcion dsea.

La movilizacién del fésforo a nivel del hueso va en paralelo con la del calcio. A pesar de ello y
dada la buena biodisponibilidad del fosforo de la dieta, el hueso no juega un papel de reserva
bioldgica como pasa en el caso del calcio. El balance general de fosfatos se establece entre la
ingesta y las pérdidas renales.
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2.b-. Eje PTH-Vitamina D y otros factores reguladores:

La Parathormona:

La PTH y la forma activa de la Vitamina D (1,25-OH, VitD) son los principales elementos
reguladores de la homeostasis del calcio. La PTH es sintetizada a nivel de las células principales
de las glandulas paratiroides.

Los tres factores claves a nivel fisioldgico en la sintesis y en la secrecién de la PTH, asi como en
la proliferacion de las células paratiroideas, son el calcio extracelular, el fésforo y la 1,25-OH,
VitD. En respuesta a una calcemia baja, un aumento del fosfato extracelular y/o una
disminucion de la 1,25-OH, VitD, las células principales de la glandula paratiroidea secretan y
sintetizan mas PTH a corto plazo, y sufren una proliferacion celular a largo plazo.

La concentracion extracelular de calcio es el determinante mas importante en la secrecion de
PTH producida por la glandula paratiroidea. En el caso de producirse una hipocalcemia aguda,
la PTH almacenada en vesiculas excretoras de las células principales es secretada rapidamente
mediante exocitosis en un breve espacio de tiempo (segundos o minutos). Para la correccion
de hipocalcemias prolongadas, las células paratiroideas reducen la degradacion intracelular de
la PTH en minutos u horas, aumentan la expresion genética de PTH (horas o dias) y ponen en
marcha mecanismos para aumentar la proliferacién celular (de dias a semanas). Todos estos
procesos son mediados y controlados por el Receptor-sensor del calcio (CaSR) localizado
principalmente en la superficie de las células paratiroideas.

El Receptor-sensor del calcio es un
receptor transmembrana acoplado a
la proteina G [Brown y col, 1995].
Este receptor tiene tres dominios: un

dominio de “deteccién” situado a
[fea}— 0 Gamsem nivel extracelular, un dominio

intramembrana de siete miembros

Secrecion de PTH

llamado “serpenteante” y el dominio

carboxiterminal. Después de la unién

Fig 3: Activacion del receptor sensor del calcio del calcio al dominio extracelular, el
(http.//www.elsevier.es/es-revista-reemo-70-articulo-
receptor-sensible-calcio-parathormona-13028843)

inicio de la sefalizacion del CaSR
requiere de la unidn de las proteinas
G a los bucles intracelulares del
receptor y a su porcién terminal. Ademads de activar las fosfolipasas A,, Cy D, el CaSR también
activa diferentes protein cinasas activadas por mitdégenos e inhibe la adenilato ciclasa (Figura
3). Ademas de ser expresado en las células principales de la glandula paratiroidea, el CaSR
también se localiza en las células C secretoras de calcitonina situadas en el tiroides [Brown y
col, 2001].

La hiperfosfatemia provoca un aumento de la secrecion de la PTH y un aumento de los niveles
de RNA mensajero de la PTH a nivel intracelular [Slatopolsky y col, 1996]. En estos momentos
se desconoce el mecanismo por el cual el fésforo produce estas variaciones en el metabolismo
de la PTH.

La 1,25-0OH, VitD produce una disminucién en la secrecion de PTH [Au WY, 1984], inhibe la
expresion del gen de la PTH y limita la proliferacion celular paratiroidea.
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Las acciones bioldgicas de la PTH estan mediadas por el receptor de la parathormona (PTHR)
que pertenece a una familia especifica de receptores acoplados con la proteina G. Si bien la
mayoria de las acciones dependientes del PTHR requieren de la activacion de la adenilato
ciclasa, existen algunas que son mediadas por la fosfolipasa C. En presencia de factores
reguladores del intercambio Na‘/H" el PTHR activa preferentemente la fosfolipasa C e inhibe la
adenilato ciclasa a través de la estimulacion de las proteinas G inhibidoras [Brown y col, 2006].

Este PTHR se encuentra en mayor medida en los érganos diana de la parathormona, es decir,
en el rifidn y el hueso. Sin embargo, también esta presente en multitud de tejidos fetales y del
individuo adulto, con una concentracién especialmente elevada en los condrocitos de la placa
epifisaria.

La PTH induce en el hueso una serie de reacciones complejas que requieren de la presencia de
diferentes células especializadas, tales como los osteoblastos, los precursores
hematopoyéticos, las células estromales y los osteoclastos maduros. La PTH estimula la
expresion del RANKL en la superficie de los osteoblastos, las células del estroma y del sistema

inmune e inhibe la produccién de

.
OPG (Figura 4). Una vez el RANKL se j
une a su receptor natural (RANK) a (n

nivel del osteoclasto y sus (&) & oo g
precursores, se produce la CAI"'
diferenciacion y la fusion de los pre-
osteoclastos, se activan los B i il
osteoclastos maduros y se inicia la 1}
fase de resorcidn désea. Es en ese oo%

momento cuando se produce una

Osteoclast precursors Osteoclast

liberacidon de calcio, fosforo y otros  Figura 4: Activacion del receptor de la PTH a nivel del hueso

componentes de la matriz (productos (http://www.nature.com/nrendo/journal/v7/n11/fig_tab/nren
L. p 00.2011.108 F1.html)
de degradacion del coldgeno) al

torrente sanguineo.

Sin embargo, la PTH administrada de forma intermitente tiene un efecto anabdlico, sobre todo
a nivel del hueso trabecular [Neer y col, 2001]. Los mecanismos por los que la PTH produce un
aumento de la formacion dsea todavia presentan muchos interrogantes [Silva y col, 2011]. La
PTH induce un aumento del nimero de osteoblastos secundario a un incremento de las células
osteoprogenitoras y a una disminucién de su apoptosis [Jilka y col, 2009]. Asi mismo, parece
que tiene la capacidad de convertir las células de revestimiento en osteoblastos activos
[Dobnig y col, 1995] y aumentar la produccién de factores de crecimiento tales como el IGF-1
[Canalis y col, 1989].

A nivel renal, la PTH tiene tres funciones bioldgicas determinantes para la regulacion de la
homeostasis de los iones minerales: estimula la reabsorcidén del calcio, inhibe la reabsorcion
del fésforo y aumenta la sintesis de 1,25-OH, Vit D al estimular la 1-a-hidroxilasa renal.

La mayor parte de la reabsorcién renal del calcio se produce a nivel del tubulo proximal, pero
Unicamente la que se produce a nivel del tibulo contorneado distal (8% del calcio
ultrafiltrado) depende de la PTH. Aunque la reabsorcidn de calcio es mas efectiva en presencia
de PTH, en situaciones de aumento patoldgico de PTH se produce un aumento de la calciuria
relacionado con la presencia de una hipercalcemia mantenida y por lo tanto, una mayor
filtracion del calcio sanguineo.
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Otra de las funciones de la PTH es inhibir la reabsorcién de fosforo a nivel renal. A nivel del
tdbulo contorneado proximal la bomba Na'/K" ATPasa reabsorbe el sodio en contra del
gradiente electroquimico y el sodio entra a la célula junto al fésforo, produciéndose también la
reabsorcién de este ion. El correcto funcionamiento de esta bomba requiere de la accion de
dos cotransportadores sujetos a la membrana (NPT-2a y NTP-2c) que son bloqueados por la
PTH, impidiendo asi la reabsorcion de fésforo a nivel renal y aumentado su eliminacién.

Finalmente, la PTH estimula la 1-a-hidroxilasa renal a nivel del tibulo proximal produciendo
un aumento de la degradacién de la 25-OH VitD con la consecuente elevacién de la 1,25-0OH,
Vit D. Este efecto no es inmediato ya que requiere de la sintesis de un nuevo RNA mensajero y
de la proteina que codifica.

Estas funciones de la PTH a nivel renal también se encuentran reguladas, mediante el CaSR
presente en las células renales, por el calcio extracelular. Los niveles elevados de calcio inhiben
la 1-a-hidroxilasa renal independientemente de los niveles de fosforo o de PTH, aumentan la
excrecion de calcio, reducen la secrecion de renina y disminuyen la capacidad del rifién de
concentrar la orina [Sands y col, 1997]. Estas acciones antagodnicas del calcio y la PTH
establecen un mecanismo de autorregulacién basico para mantener la homeostasis del

organismo.

La Vitamina D:

La vitamina D; o colecalciferol se produce a nivel de la piel. Los rayos ultravioletas acttan
sobre el 7-dehidrocolesterol rompiendo el anillo B y formando la pro-vitamina D;. Esta pro-
vitamina D3 se isomeriza a vitamina D3 y sale de la piel ligada a una proteina. Por lo tanto, si la
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Cuando el colecalciferol llega
al higado es metabolizado
por una 25 hidroxilasa de la
vitamina D del citocromo P-
450 (CYP27A1, CYP3A4,
CYP2R1 y/o CYP2J3), que
afiade un grupo OH al
carbono 25 de la vitamina D3
, dando lugar a la 25-OH Vit
D [Holick MF, 2006]. Este
metabolito de la vitamina D
tiene una vida media
prolongada, es el metabolito
circulante mas abundante y
el que se usa para valorar el
estado nutricional de esta
vitamina.

A partir de la 25-OH VitD vy

por accién de la 25-OH VitD

Figura 5: Metabolismo de la Vitamina D
(http://ajcn.nutrition.org/content/79/3/362.full.pdf+html)
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1-a-hidroxilasa, se forma la 1,25-OH, VitD o calcitriol que es la forma mdas activa de la
vitamina. Esta metabolizacidn se produce principalmente a nivel de las células tubulares
renales, aunque también se ha constatado en otras localizaciones [Holick MF, 2004]. La
produccion renal de la 1,25-OH, VitD esta regulada por los niveles séricos de calcio, la PTH y el
fosforo (Figura 5). Niveles bajos de calcio y/o fésforo, asi como niveles elevados de PTH se
correlacionan con concentraciones de 1,25-OH, VitD mas elevadas.

La principal funcion bioldgica de la Vitamina D es mantener el calcio sérico en el rango de la
normalidad. Este objetivo se consigue a través de dos vias: aumentando la eficiencia de la
absorcidn intestinal de calcio y aumentando la actividad osteoclastica del hueso. Como en el
caso del calcio y la PTH; los efectos de la Vitamina D estan mediados por el receptor de la
Vitamina D (VDR). Este receptor pertenece a una superfamilia de receptores nucleares de
transcripcion que son activados al unirse a un determinado ligando o factor. Al entrar en el
nucleo celular, la 1,25-OH, VitD se asocia al VDR y se produce un cambio conformacional que
favorece la union de este complejo al Receptor X del acido retinoico (RXR). El complejo

molecular formado por la 1,25-OH,-
1.25 (OH),0, == .
7 VitD-VDR-RXR es el factor de
( \ Inic r 24-OHasa / \ . .y . .
I /.’_):}-)» > S demcavocs transcripcion funcionalmente activo
“\ ) ) & - *_r;irk‘sf»:pim}él . ./ .
Py de caleto en la transcripcién mediada por la
f ECaC Degradacion . .
124 OHlasa Metabolismo Vitamina D [Haussler y col, 1998;
1 Osteocalcina aseo .
1 Osteopentina Modulacicn Sutton y col, 2003]. La formacion de
# RANKL intracelular . .
:3;" de caicio este Ultimo complejo promueve una
127 . .
f 2 Pas Aegulac cascada de interacciones
4 3 Colageno d«l':Ja ;f,oeml leracion
a diferenciacién,
aPTH yla difetenc macromoleculares que conduce, en
ultimo lugar, a la transcripcion de

Figura 6: Mecanismo de accion de la 1,25-OH VitD y sus los genes seleccionados (Figura 6).
respuestas bioldgicas. Obtenido de: Holick MF, Garabedian M.

Vitamina D: fotobiologia, metabolismo, mecanismo de accién y La 1,25-OH, VitD aumenta la
aplicaciones clinicas. En: Favus MJ (eds). Primer on the Metabolic
Bone Diseases and Disorders of Mineral Metabolism. Medical
Trends. Barcelona. 2006; Pag 131-140 estimular la sintesis del canal

absorcion intestinal del calcio al

epitelial del calcio (ECaC), la
proteina fijadora de calcio (calbindina D9K), la fosfatasa alcalina, la Ca-ATPasa de baja afinidad
y la calmodulina entre otras. Todas ellas facilitan el movimiento del calcio a través del borde
en cepillo de la célula intestinal y del citoplasma permitiendo el paso del calcio desde la luz
intestinal al torrente sanguineo [Christakos y col, 2003]. Cuando existe un aporte inadecuado
de calcio en la dieta, la 1,25-0OH, VitD interactua con el VDR de los osteoblastos generando una
cascada de sefiales bioquimicas que conducen a un incremento de la expresion del RANKL, lo
que conduce finalmente un aumento de la resorcidn dsea.

Ademas de las clasicas acciones del calcitriol sobre la homeostasis del calcio-fésforo y del
metabolismo mineral, se han descrito otras funciones a nivel del sistema inmune, en la
maduracion y diferenciacién celular y en la regulaciéon hormonal entre otras.

La Calcitonina:

La Calcitonina es un polipéptido compuesto de 32 aminoacidos, se produce a nivel de las
células parafoliculares del tiroides y tiene una funcién hipocalcemiante.

Su principal accién bioldgica es la de inhibir la actividad osteoclastica [Deftos LJ, 2006]; de

hecho, el osteoclasto es la célula con mayor concentracion de receptores de calcitonina del
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organismo. Esta inhibicién del osteoclasto maduro y del reclutamiento de sus precursores
produce una disminucién del remodelado dseo, razén por la que se ha utilizado durante
mucho tiempo como farmaco antiresortivo.

EL HUESO Y SU REMODELADO

El hueso es un tejido de sostén cuyas caracteristicas mas destacables son la dureza y la rigidez.
Su funcidn no sélo es mecdnica, proporcionando una estructura de soporte que permite la
locomocidén y el movimiento del cuerpo, sino que también tiene una funcién protectora y una
funcién metabdlica, ya que tiene un papel importante en la homeostasis del calcio y del
fosforo del organismo.

El esqueleto de un hombre adulto tiene un total de 213 huesos, con exclusion de los huesos
sesamoideos [Clarke B, 2008]. Cada uno de estos huesos estd sometido a un constante
remodelado con dos objetivos primordiales. El primero es adaptarse a los posibles cambios en
las fuerzas biomecanicas a las que son sometidos; el segundo es poder reparar dafios
estructurales cambiando el hueso viejo y/o dafiado por un hueso nuevo.

3.a-. Tipos de hueso:

Anatomia: Anatomicamente podemos clasificar los huesos en huesos largos, huesos cortos,
huesos planos y huesos irregulares.

Los huesos largos son las claviculas, hiumeros, radios, cubitos, metacarpianos, fémures, tibias,
peronés, metatarsianos y falanges. Estos huesos tienen tres partes bien diferenciadas: dos
extremos anchos y aplanados llamados epifisis, un cilindro central Ilamado diafisis y la zona de
unién entre ambos que se llama metéfisis. Esta Gltima se encuentra justo debajo de la placa de

crecimiento.

Los huesos cortos incluyen los huesos del carpo, del tarso, las rétulas y los huesos
sesamoideos. Los huesos planos son los que forman el craneo, la mandibula, escapulas,
esterndn y costillas. Finalmente los huesos irregulares que incluyen las vértebras, el sacro, el
coxis y el hioides.

Arquitectura: Los huesos tienen una estructura basica formada por una zona externa llamada
hueso cortical y una zona interna llamada hueso trabecular o esponjoso.

El hueso cortical forma una corteza externa rigida y resistente a la deformacion. Se encuentra
en las diéfisis de los huesos largos y en la parte externa del resto de huesos del esqueleto. El
hueso trabecular situado en el interior de los huesos forma una red de trabéculas que
proporciona resistencia al hueso, ya que actia como un complejo sistema de puntales
internos. Los espacios existentes entre la red trabecular estan ocupados por la médula dsea.

Aproximadamente el 80% del esqueleto adulto esta compuesto por hueso cortical y el 20% es
esponjoso, aunque la proporcién relativa de ambos varia considerablemente entre los
diferentes puntos del esqueleto. Por ejemplo, el porcentaje de hueso cortical es del 25% en las
vértebras, del 50% en la cabeza del fémur y del 95% en la diafisis de radio.
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Histologia: Los huesos tienen una vaina fibrosa externa llamada periostio y una superficie
interna en contacto directo con la médula que se denomina endostio. El periostio es una capa
de tejido conjuntivo fibroso que cubre toda la superficie 6sea a excepcidn de las articulaciones
que estan cubiertas por cartilago. El periostio contiene vasos sanguineos, terminaciones
nerviosas, osteoblastos y osteoclastos. El endostio es también una vaina membranosa que
recubre la cavidad de la médula, la superficie del hueso esponjoso y reviste los canales de los
vasos sanguineos que recorren el hueso. Como el periostio, también contiene osteoblastos y

osteoclastos.

El hueso cortical tiene una red de
conductos verticales, llamados
conductos de Havers, que estan unidos
transversalmente por los conductos de
Volkmann. Estos conductos contienen
vasos sanguineos y algunos nervios. Cada
conducto de Havers esta rodeado de
capas concéntricas de hueso laminar.
Estas capas contienen anillos de
osteocitos  dispuestos de  forma
concéntrica y que se comunican entre los
osteocitos de su propia capa y de las
capas adyacentes a través de
proyecciones citoplasmaticas situadas

dentro de canaliculos estrechos (Fig. 7).

Fig. 7: Imagen de la estructura del hueso cortical y del
esponjoso
(http://www.uaz.edu.mx/histo/TortorAna/ch06/06_03.jpg)

o
nducto de Havers, junto con sus capas de hueso concéntrico y el sistema de osteocitos, se lo

denomina sistema de Havers u osteoma.

Los osteomas trabeculares tienen forma de platillo, con cerca de 3.5mm de grosor, y también
estan compuestos por haces de laminillas dénde encontramos osteocitos.

3.b-. Composicién del hueso:

El hueso es un tejido conectivo dinamico formado mayoritariamente por una matriz
extracelular mineralizada y por células especializadas. Estas células son los osteoblastos, los
osteoclastos y los osteocitos.

Matriz extracelular: La matriz dsea esta fisioldgicamente mineralizada y es Unica porque se
regenera de manera constante a lo largo de la vida. Esta regeneracion es consecuencia del
metabolismo dseo.

Los minerales comprenden el 50-70% del hueso, proporcionandole rigidez mecénica y
resistencia para soportar cargas. Este mineral dseo esta formado mayoritariamente por
cristales de fosfato de calcio, es decir, por hidroxiapatita  [Caio(PO.)s(OH),] y contiene
numerosas impurezas como carbonatos, magnesio, otros fosfatos, floruros... Estos cristales
imperfectos son extremadamente pequefios si se comparan con la hidroxiapatita geoldgica y
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son mucho mds solubles, lo que le permite al hueso actuar como reserva de iones de calcio y
en menor medida de fésforo y magnesio.

La matriz organica aporta el 20-40% del hueso y su compuesto principal es el colageno tipo .
Esta proteina de triple hélice esta formada por dos cadenas a-1 y una cadena a-2 que tiene
una estructura similar a las otras aunque tiene un origen genético diferente. El colageno tipo |
funciona como un andamiaje, fijando y orientando otras proteinas asi como la precipitacion de
la hidroxiapatita en el hueso. A parte del colageno tipo | hay un 10-15% de otras proteinas que
también componen la matriz orgdnica y que también son sintetizadas y segregadas por las
células formadoras de hueso. Estas proteinas no colagenosas son los proteoglucanos, las
glucoproteinas, las proteinas N-glucosiladas con potencial para actividades de unién celular y
las proteinas Y-carboxiladas.

El resto de matriz extracelular estad formada por agua (5-10%) y lipidos (<3%).

Osteoblastos: Los osteoblastos se encuentran en el periostio y en el endostio, es decir, en las
superficies dseas; y son los encargados de producir los diferentes componentes organicos de la
matriz 6sea. Al microscopio se presentan como células cubicas o poligonales, con un
citoplasma baséfilo que traduce un reticulo plasmatico abundante y que pone de manifiesto su
papel en la sintesis y secrecion de proteinas.

Los osteoblastos derivan de células progenitoras mesenquimales presentes en la médula ésea
y que pueden diferenciarse también hacia otras estirpes celulares como los adipocitos,
fibroblastos, mioblastos y condrocitos [Arboleya y col, 2013]. Esta diferenciacién viene
determinada por la presencia de wunos factores de transcripcidon concretos, asi como de
factores de crecimiento y/o hormonas especificas (Fig. 8).

Para la diferenciacion hacia osteoblastos es imprescindible, ya en fases muy tempranas, la
presencia del factor de transcripcion Runx2. Este factor ya descrito a finales de siglo pasado es

necesario, pero no es

suficiente.  Otros  factores
determinantes  para  esta
diferenciacidén son: el factor de
transcripcion Osx, el sistema de
glucoproteinas Wnt, el factor
de transcripcion NFATcl, el

factor de crecimiento FGF, las

BAPX ATFa Celulas del linning

Fig. 8: Diferenciacion y activacion osteobldstica
(http://www.reumatologiaclinica.org/es/osteoinmunologia-el-estudio-
relacion-entre/articulo/51699258X13000855/)

t

einas morfogénicas del hueso (BMPs), asi como determinadas hormonas (PTH, Vitamina D,
GH...), entre otros.

Durante esta diferenciacion, el osteoblasto segrega una serie de proteinas que actian como
marcadores osteobldsticos; entre ellas destacan: el coldgeno tipo I, la osteocalcina, la
sialoproteina y la fosfatasa alcalina.

Osteoclastos: Los osteoclastos representan solo el 1-2% de las células dseas totales y como los
osteoblastos, se sitlan en la superficie del hueso. Se trata de células grandes, multinucleadas y
capaces de adherirse al hueso mediante un ribete en cepillo.
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Los osteoclastos provienen de la estirpe monocitico-macrofagica y para su diferenciacion es
necesaria la presencia del factor estimulador de colonias (M-CSF) y del RANKL entre otros. El
primero tiene un papel fundamental en la diferenciacion a pre-osteoclastos y el segundo en la
fusion de estos para generar el osteoclasto maduro (Fig. 9).

Cuando el osteoclasto maduro se activa, se generan cambios estructurales que favorecen la
adhesién de la célula al hueso. Estos cambios generan compartimentos herméticos, que se
acidifican mediante la accion de la anhidrasa carbdnica, los canales de cloro y la bomba de
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Fig. 9: Diferenciacién osteocldstica 6sea. Otras enzimas
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osteoclasto, como la
fosfatasa acida tartrato resistente, la catepsina K, las metaloproteasas ... tienen como objetivo
diluir la matriz y completar el proceso de resorcidn.

Osteocitos: Durante la formacién dsea, algunos osteoblastos quedan englobados por la matriz
que van produciendo y se diferencian a osteocitos. Los osteocitos son las células mas
abundantes de hueso (90-95%); probablemente esto se encuentra en relacion a la larga vida
que presentan, pues pueden alcanzar los 25 afios.

Los osteocitos tienen una forma aplanada y fusiforme, con multiples y largas prolongaciones
que se extienden por los canaliculos de la matriz y que sirven de unién con otros osteocitos
cercanos, e incluso con los osteoblastos y/u osteoclastos de la superficie. Los osteocitos
mantienen cierta actividad secretora, deducida de la gran cantidad de moléculas que se
encuentran en los canaliculos como el RANKL, la OPG, la PGE2, el éxido nitrico, el FGF-23...

Este entramado osteocito-radicular funciona como una red distribuida estratégicamente a lo
largo del hueso, encargada de detectar cambios mecanicos o lesiones y capaz de atraer a la
zona las células precisas para adaptar la forma del hueso o iniciar nuevas unidades de
remodelado 6seo.

3.c-. Remodelado éseo:

El proceso de remodelado 6seo se produce en las llamadas “Unidades Basicas de
Remodelado”. Estas unidades estan formadas por las células del hueso (osteoclastos,
osteoblastos y osteocitos), asi como por tejido conectivo que proporciona el aporte vascular y
nervioso a la zona. Todos estos componentes actian de forma coordinada mediante una
regulacion compleja en la que intervienen factores mecanicos, hormonales, factores de
crecimiento, etc.

25



Fases del remodelado 6seo: El remodelado éseo se estructura en cuatro fases secuenciales
bien definidas:

- Fase inicial o de activacion: Las células de revestimiento se contraen y dejan al
descubierto la zona del hueso donde tendra lugar el remodelado. En esta fase se produce
un reclutamiento de los precursores de los osteoclastos, que migran y se fusionan los
unos con los otros, para finalmente anclarse en la superficie 6sea donde va a producirse la

resorcion.

- Fase resortiva: Los osteoclastos maduros y anclados ya en el hueso, inician el proceso de
resorcion mediante la acidificacién del medio y la liberacidon de enzimas. A nivel de hueso
trabecular se crean unas cavidades irregulares llamadas lagunas de Howship y a nivel de
hueso cortical se generan una especie de tuneles cilindricos que son el resultado de esta

resorcion.

- Fase intermedia de reposo o inversion: Una vez finalizada la resorcion, se produce la
apoptosis de los osteoclastos. En las cavidades excavadas sobre el hueso aparecen los
macrofagos, que tendran una triple funcidn: acabar de degradar la matriz restante,
producir diferentes proteinas que serviran de anclaje entre el hueso nuevo vy el viejo, y
liberar diferentes factores de crecimiento que activardn los osteoblastos.

- Fase de formaciéon y mineralizaciéon: Una vez los macréfagos han preparado estas
cavidades, los osteoblastos se iran depositando sobre dicha superficie y empezardn a

producir los componentes de la matriz extracelular que posteriormente se mineralizara.

Estas fases de remodelado son consecutivas, pero no simétricas ni de la misma duracién. La
vida media de los osteoclastos es de 2 semanas y la de los osteoblastos activos es de tres
meses, eso determina que el periodo de resorcién sea mucho mas corto que el periodo de
formacion. En ausencia de enfermedad, estas diferencias de tiempo no provocan

consecuencias estructurales relevantes.

En el esqueleto adulto sano hay entre 1.5 y 2 millones de unidades bdsicas de remodelado
activas. Se calcula que cada afio se renueva el 25-30% del hueso trabecular y el 3-5% del hueso
cortical.

Regulacion del remodelado éseo: El mecanismo de inicio, asi como la regulaciéon del
remodelado dseo, tiene todavia muchos interrogantes. Se trata de una regulacion compleja en
la que participan diversos estimulos, algunos de los cuales afectan tanto a osteoclastos como a
osteoblastos dificultando todavia mas su interpretacion. Algunos de los factores reguladores
descritos en la literatura son [Reyes Garcia y col, 2008; Neyro Bilbao y col, 2011]:

- Factores mecanicos: La falta de actividad fisica como factor de riesgo para el desarrollo de
osteoporosis ya sugiere que los factores mecdnicos pueden tener un papel importante en
la regulacion del remodelado dseo. El mecanismo por el cual el hueso es capaz de detectar
diferentes estimulos fisicos y convertirlos en sefiales bioldgicas y/o de expresion genética
no se conoce en su totalidad, aunque parece que los osteocitos tienen un papel
protagonista en este proceso.

- Factores hormonales: Un gran nimero de hormonas y no sélo las implicadas en la
homeostasis del calcio, han sido relacionadas con el remodelado dseo.

o PTH: Los efectos de la PTH sobre el tejido éseo son complejos y en cierta manera
contradictorios. Niveles elevados de PTH de forma continuada producen un
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aumento de la actividad osteocldstica, sobre todo a nivel cortical. En cambio su
administracion intermitente produce una clara ganancia de masa ésea.

La PTH promueve la transformacion de osteocitos en osteoblastos activos y
provoca el aumento de su vida media al retrasar la apoptosis. Sin embargo,
también induce la secrecion de RANKL, IGF-1, IL-6 e IL-11, estimulando asi la
diferenciacidn osteoclastica.

Calcitriol: La 1, 25-OH Vitamina D estimula de resorcion désea a través de su
accion sobre los osteoclastos y sus células precursoras.

Calcitonina: Es capaz de inhibir la accion de los osteoclastos.

Estrégenos: La importancia de los estrogenos en el metabolismo éseo queda
patente con la pérdida de masa dsea que se produce durante la menopausia. In
vitro, los estrégenos inhiben la diferenciacion de los osteoclastos y favorecen su
apoptosis mediante un aumento de la secreciéon de TGF-B por parte de los
osteoblastos. Asi mismo, inhiben la produccién de IL-6 que es uno de los
principales estimulos de la resorcion.

La deficiencia estrogénica incrementa la apoptosis de los osteocitos, lo que altera
su funcién mecano-sensora. En dicha situacidn, también se produce un
incremento de determinadas citoquinas prorresortivas como la IL-1, M-CSF y el
TNF- a.

Tanto in vivo como in vitro, los estrégenos estimulan la produccion de OPG vy
suprimen la de RANKL.

Hormona de crecimiento: La GH actua sobre los osteoblastos incrementando su
actividad, lo que produce un incremento en la sintesis de coldgeno, osteocalcina
y fosfatasa alcalina.

Glucocorticoides: Fisiolégicamente los corticoides actuan como moduladores del
remodelado 6éseo. Sin embargo, administrados de forma exdgena como
tratamiento a diferentes patologias, provocan una disminucién de la actividad
osteoblastica y por lo tanto, inducen una osteoporosis secundaria.

Hormonas tiroideas: El hipertiroidismo representa un factor de riesgo para la
presencia de osteoporosis, esto es debido a que las hormonas tiroideas estimulan
los osteoclastos y aumentan el recambio éseo.

Factores locales o paracrinos: Las células dseas, las células de la médula ésea y algunas de

las células sanguineas como los monocitos y los macréfagos, son capaces de producir un

gran numero de sustancias que actian de forma autocrina o paracrina modulando el

remodelado éseo (Tabla 1).

O

IGF-1 y IGF-BP: El IGF-1 estimula la osteoblastogénesis, la activacién de los
osteoblastos, la sintesis de las proteinas que formaran la matriz e inhibe, in vitro,
la apoptosis de los osteoblastos. Las células dseas producen también seis tipos de
proteinas transportadoras de IGF, aunque su funcidn exacta tiene todavia
muchos interrogantes. Parece que la IGF-BP4 tiene un papel inhibidor de la
replicacion y diferenciacion de los osteoblastos, mientras que la IGF-BP5 seria un
factor estimulador.
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Interleuquinas: La IL-1, IL-3, IL-6 estimulan la osteoclastogénesis en diferentes
etapas de la diferenciacion celular. La IL-12 y la IL-18 inhiben la formacién de
osteoclastos, mientras que la IL-4, IL-13 y la IL-10 inhiben su maduracién. La IL-11
estimula la produccion de RANKL por parte los osteoblastos.

TGF-B: El TGF-B induce la apoptosis de los osteoclastos, hecho que inicia la fase
de formacién dsea. Asi mismo, inhibe la apoptosis osteoblastica y estimula la
sintesis de OPG.

INF-Y: Inhibe Ila formacién de > PPV D
. , . dela de la de Ia
osteoclastos y estimula la sintesis, resorcion | resorcion | formacion

entre otras, de I1L-18. Citoquinas

BMP: Las proteinas morfogénicas IL-4 +

Interleuquinas

Oseas son péptidos de la familia del wn ;

TGF-B cuya accion principal es la

estimulacién de la

osteoblastogénesis.

Interfertn ¢ 1PNy +

Oxido nitrico: Es producido por los Prostaglandinas | PGE .

osteoblastos vy las células Factores de crecimiento

endoteliales. Entre sus funciones Tipo nsulinics | 1GF-1y [ +

destacan: inhibe los osteoclastos, | |™**™* |™" +
Fibroblisticos FGF +

interviene en el efecto anabdlico de

PDGF +

los estrégenos sobre el remodelado

BMPs +

dseo, actia como mediador entre

los estimulos mecanicos y el hueso.

Onxido nitrico NO +

Leptina: La leptina es una hormona

liberada por los adipocitos y
Tabla 1: Principales factores locales reguladores

promueve la diferenciacion del remodelado dseo (tabla obtenida de: Neyro
osteoblastica, reduce su apoptosis y Bilbao JL, Cano Sdnchez A, Palacios Fil-
. 3 . i Antufiano S. Regulacion del metabolismo dseo a
estimula la sintesis de proteinas de través del sistema RANK-RANKL-OPG. Rev
la matriz. Asi mismo disminuye la Osteoporos Metab Miner. 2011. 3;2: 105-112)
. ’

funcién osteoclastica por aumento
de la OPG y descenso del RANKL.

Sistema OPG/RANK/RANKL: Estas tres proteinas forman parte de la familia de los factores

de necrosis tumoral.

O

El RANKL es una proteina transmembrana expresada en los osteoblastos, las
células del estroma y del sistema inmune. Su produccion es controlada por
diferentes hormonas, citoquinas y factores de crecimiento; y varia en funcion del
grado de madurez y de la diferenciacidn celular. Las células mas jovenes tienen
una produccion muy alta de RANKL y ésta va disminuyendo segin madura la
estirpe osteoblastica.

El RANK es el receptor natural del RANKL y se encuentra en la superficie celular
de los osteoclastos y sus precursores. Una vez unido a su receptor, el RANKL
estimula la diferenciacién y fusion de los pre-osteoclastos, activa los osteoclastos
maduros favoreciendo su adherencia al hueso, activa su funcidon resortiva y evita
su apoptosis.
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La OPG es una proteina soluble que también actia como receptor del RANKL.

Este receptor sefiuelo es secretado, entre otras células, por los osteoblastos e

impide la unidn entre el RANK y el RANKL, inhibiendo asi la diferenciacion y

activacion de los osteoclastos.

orc

RANKL

RANK

Calcitriol

Estrégencs

Testosterona

T

Glucoconicoides

PTH

IL1

IL4

IL7

IL-13

IL-17

TNF o

Interferdn y

PGE,

TGF p

Tl

BMP,

+

Tt aumenta la expresion; 4 disminuye la expresion;

— no se han observado cambios

3.d — Marcadores de remodelado:

El sistema OPG/RANK/RANKLse ha postulado como
ultimo efector de la mayoria de factores
reguladores del remodelado éseo, ya que la gran
mayoria de los factores descritos hasta ahora
regulan la produccion de la OPG y el RANKL (Tabla
2). Estas dos proteinas tienen efectos antagdnicos
y es la relacién entre ambas lo que finalmente
determinara el remodelado 6seo.

Tabla 2: Reguladores de la expresion de OPG,
RANKL y RANK (tabla obtenida de: Neyro Bilbao
JL, Cano Sdnchez A, Palacios Fil-Antufiano S.
Regulacién del metabolismo dseo a través del
sistema RANK-RANKL-OPG. Rev Osteoporos
Metab Miner. 2011. 3;2: 105-112)

Durante el proceso de remodelado dseo, los osteoblastos y los osteoclastos excretan una serie

de enzimas y proteinas que les permiten llevar a cabo su funcién. Tanto en la fase de

formaciéon como en la de resorcion, también se producen una serie de sustancias de

degradacidn que seran vertidas al torrente sanguineo. Algunas de estas enzimas, proteinas y

productos de degradacidn son detectables a nivel analitico y su determinacién nos permitira

valorar la actividad del remodelado. Son los llamados marcadores bioquimicos de remodelado

6seo [Romero Barco y col, 2012].

Marcadores de formacion:

- Fosfatasa alcalina: Aunque la fosfatasa alcalina se produce en multiples tejidos, el 90%

tiene su origen en el higado y en el hueso. En ausencia de enfermedad hepatica ambas se

encuentran practicamente en la misma proporcién aunque en la actualidad ya puede

detectarse en suero la isoforma dsea (FAO).

- Osteocalcina: La osteocalcina es la proteina no colagena mas abundante de la matriz

extracelular y en situaciones de aumento de remodelado éseo se encuentra elevada. Se
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elimina a nivel renal, por lo que sus niveles también estaran elevados en pacientes con
insuficiencia renal.

- Propéptido C-terminal y Propéptido N-terminal del protocoldgeno tipo I: El colageno tipo |
es el principal componente de la matriz extracelular. A pesar de ello, y dada su gran
presencia en otros tejidos, los propéptidos carboxi y amino terminales del protocolageno
tipo | tienen un uso limitado en la practica clinica.

Marcadores de resorcion:

- Fosfatasa 4cida tartrato resistente: Se trata de una enzima producida por los osteoclastos
Yy que se encuentra involucrada en la resorcion dsea. Tiene una baja especificidad ya que
se encuentra también en otros tejidos.

- Telopéptido C-terminal y Telopéptido N-terminal del colageno tipo I: se trata de productos
de degradacién liberados durante el proceso de resorcidon ésea. Pueden determinarse
tanto en sangre como en orina.

- Piridinolina y Deoxipiridinolina: Las moléculas de colageno se enlazan entre si mediante
enlaces de piridinolinas y deoxipiridinolinas. Durante la resorcion désea estos enlaces son
degradados y eliminados siendo posible su deteccidn a nivel urinario.

HIPERPARATIROIDISMO PRIMARIO

El hiperparatirodismo primario es el tercer diagnostico endocrinolégico mas frecuente y se
caracteriza por una secrecién excesiva, inadecuada y mal regulada de PTH, procedente de una
o mas gldndulas paratiroides.

Como se ha descrito con anterioridad, la PTH actua sobre el rifidn, el hueso e indirectamente
sobre el intestino, provocando un aumento de los niveles de calcio en plasma; pero en el caso
del HPTP este aumento de la calcemia es incapaz de inhibir de forma correcta la secrecion de
PTH, ya que nos encontramos delante de una glandula enferma.

La inclusion de la calcemia en los analisis realizados de manera rutinaria ha hecho aumentar la
incidencia de HPTP en los ultimos afos. Los registros de Rochester (Minnesota) mostraban una
incidencia anual de 16 nuevos casos/100.000 habitantes antes de 1974 (época pre-screening)
que aumentd hasta un pico de 112 nuevos casos/100.000 habitantes/afio tras instaurase la
determinacién de la calcemia como parametro rutinario [Wermers y col, 2006; Griebeler y col,
2015]. De hecho, la causa etioldgica mas frecuente de hipercalcemia detectada de forma
ambulatoria es el HPTP.

Aunque el HPTP puede diagnosticarse en cualquier etapa de la vida, su incidencia aumenta
con la edad y es dos veces mas frecuente en mujeres que en hombres. La forma de
presentacion mas frecuente es el HPTP espontdneo, aunque un pequefio numero de pacientes
presentan una forma familiar/hereditaria o un HPTP asociado a un Sindrome de Neoplasia
Endocrina Multiple.
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Histolégicamente, el HPTP puede estar producido por una hiperplasia glandular, un adenoma
o un carcinoma de la glandula paratiroidea. La causa mas frecuente de HPTP es la presencia de
un adenoma paratiroideo Unico (80-90%); aunque se han descrito, en un pequefio porcentaje
de casos, la presencia de dos o mas adenomas. Hasta un 6% de los pacientes presentan una
hiperplasia que habitualmente afecta a las 4 glandulas paratiroideas; y sélo en un 1-2% de los
pacientes, el HPTP tendrd su origen en un carcinoma paratiroideo.

4.a-. Manifestaciones clinicas:

Se reconocen tres fenotipos clinicos de HPTP: el HPTP sintomatico, el HPTP asintomatico y el
HPTP normocalcémico [Silverberg y col, 2014].

HPTP asintomatico: Actualmente, el 80% de los pacientes diagnosticados de HPTP se
encuentran asintomaticos [Martinez Diaz-Guerra y col, 2013]. La determinacion de la calcemia
de forma rutinaria nos permite, ante pequenfias elevaciones del calcio sérico, sospechar dicha
enfermedad antes de que aparezcan las manifestaciones clinicas clasicas como la osteitis
fibrosa quistica y/o la litiasis renal.

En estos casos, la afectacion ésea de la enfermedad se puede poner en evidencia mediante un
estudio densitométrico y la afectacidon renal, mediante un estudio ecografico y/o mediante la

determinacion de calcio urinario.

HPTP sintomatico: El HPTP afecta principalmente a dos drganos: el rifién y el hueso. A la
clinica producida por la afectacion de estos drganos diana, tiene que afadirse la
sintomatologia asociada a la hipercalcemia.

La presencia de nefrolitiasis sigue siendo la manifestacion clinica mas frecuente del HPTP
(20%). Otras manifestaciones renales son: la hipercalciuria, la nefrocalcinosis y la insuficiencia

renal crénica.

La manifestacién ésea clasica del HPTP es la osteitis fibrosa quistica. Esta se caracteriza por la
presencia de dolor 6seo asociado a alteraciones radiograficas como: la reabsorcion
subperiodstica a nivel de las falanges, imagen en “sal y pimienta” en la calota craneal,
destruccion de la cortical en huesos largos y/o mandibula secundaria a quistes dseos
verdaderos o tumores pardos. Sin embargo, el hallazgo de anomalias radiograficas es
actualmente excepcional (<2%) debido a que el diagndstico de HPTP se produce de forma mas
temprana.

A la clinica ésea y renal, se afiaden también diferentes manifestaciones cardiovasculares (HTA,
hipertrofia ventricular izquierda, disfuncidon sistdlica, rigidez vascular..), metabdlicas
(hiperlipidemia, alteraciones del metabolismo de la glucosa, hiperuricemia...), digestivas
(anorexia, nauseas, pancreatitis, estrefiimiento...) y neuropsiquiatricas (fatiga, debilidad, falta
de concentracion, depresion, ansiedad...).

HPTP normocalcémico: Esta forma de presentacién fue reconocida formalmente en 2008,
durante el tercer workshop internacional sobre HPTP [Bilezikian y col, 2009]. Se define como la
presencia de concentraciones séricas de PTH elevadas en presencia de concentraciones
repetidamente normales de calcio sérico, una vez descartadas todas las causas de HPT
secundario. Sin embargo, la ausencia de hipercalcemia no presupone que estos pacientes se
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encuentren asintomaticos [Martinez Diaz-Guerra y col, 2013]. Se ha descrito una incidencia
similar de litiasis renal y osteoporosis entre estos pacientes y los afectos de un HPTP
hipercalcémico [Lowe y col, 2007; Tuna y col, 2015].

4.b-. Diagndstico:

El diagndstico de HPTP se establece, habitualmente, ante la presencia de una hipercalcemia
asociada a una PTH anormalmente elevada.

La determinacién de la calcemia debe hacerse mediante un calcio idnico. Si esta determinacién
no es posible se aconseja su ajuste por albumina mediante la férmula: Calcio corregido =
Calcio sérico en mg/dL + 0.8 x (4.0 - concentracién de albimina en g/dL).

En la actualidad se disponen de inmunoensayos de segunda y tercera generacion para la
determinaciéon de PTH (Fig. 10). Ambas técnicas tienen una sensibilidad similar para el

diagndstico de HPTP y han demostrado
1 N 34 c 84
L L | suturs su superioridad respecto a los ensayos
1 6 13 18 26 32 49 5358 69 76 84 . . .,
= —F e r—y il de primera generacion [Eastel y col,
EO L = il 2014]. Sin embargo, es importante
Third Second First Generation ol Il I i
wnas w72 s ajustarse a los rangos de normalidad
£ ve T e [P ] L
2J s1mm, O establecidos para cada técnica.
Lé 343738 45
° El 80-90% de los pacientes con HPTP
Fi 1. Circulating PTH molecular f . Role of th ti f PTH The first- 4 .
eneration asiaysare mainly detecting C-terminl ragments. Thesecond generation astay are presentaran niveles elevados de PTH.
mainly detecting intact PTH and some N-PTH and some non (1-84) PTH. The third-generation . .,
assays are mainly detecting PTH and some N-PTH Una determmaclon de PTH dentro del

rango de la normalidad puede considerarse anormalmente

elevada en el contexto de una hipercalcemia periférica, ya
que en dicha circunstancia la secrecién de PTH deberia estar
suprimida. El 10-20% de los pacientes se hallan en esta

situacion.

Fig. 10: Formas de PTH que se encuentran en suero y su
papel en el funcionamiento de los diferentes
inmunoensayos. Obtenido de: Eastel R, Brandi ML, Costa AG,
D’Amour P, Shoback DM, Rhakker RV. Diagnosis of
Asymptomatic Primary Hyperparathyroidism: Proceedings of
the Fourth International Workshop. J Clin Endocrinol Metab.

_ o 2014: 99(10): 3570-3579
En el HPTP hay un incremento en la metabolizacién de la 25-

OH VitD por parte de la la-hidroxilasa renal. Por lo tanto, es habitual encontrar
concentraciones bajas de 25-OH VitD y concentraciones de 1,25-OH VitD por encima del rango
de la normalidad. Sin embargo, un déficit de vitamina D puede producir un
hiperparatiroidismo secundario. La determinacidn de los metabolitos de la vitamina D y su
replecion, en caso de hipovitaminosis, es de vital importancia ante la sospecha de HPTP; ya
que nos permitird diferenciar entre un hiperparatiroidismo secundario y un HPTP
normocalcémico.

Otros hallazgos de laboratorio tipicos del HPTP son un fésforo en sangre en el rango normal-
bajo y la presencia de hipercalciuria. Los marcadores de remodelado éseo pueden encontrarse
elevados en los casos de HPTP con afectacidén dsea importante.

4.c-. Criterios de Tratamiento:

La indicacion quirurgica del HPTP sintomatico esta clara. Sin embargo, los criterios quirlrgicos
de la forma asintomatica han ido cambiando en los ultimos afios (Tabla 3). En la actualidad se
recomienda el tratamiento quirurgico si existe uno o mas de los siguientes items [Bilezikian y
col, 2014]:
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- Calcemia superior a 1.0 mg/dL por encima del rango de la normalidad.

- Presencia de osteoporosis, definida como una T-score < 2.5,

en cualquier localizacion

estudiada mediante densitometria (columna lumbar, fémur y/o antebrazo).

- Presencia de fracturas vertebrales.

- Aclaramiento de Creatinina < 60cc/min y/o calciuria en orina/24h > 400mg/dL.

- Presencia de nefrolitiasis o nefrocalcinosis evidenciada por cualquier técnica de imagen

(radiografia simple, ecografia, Tomografia Computarizada).

- Edad inferior a los 50 afios.

Tabla 3: Cambios en las indicaciones quirurgicas del HPTP segun las guias internacionales

1990 2002 2008 2013
Calcemia por 1-1.6mg/dL (0.25- 1.0mg/dL (0.25 1.0mg/dL 1.0mg/dL (0.25 mmol/L)
encima de la 0.4mmol/L) mmol/L) (0.25 mmol/L)
normalidad
Afectacion 6sea *DMO por DEXA: *DMO por DEXA: *DMO por *DMO por DEXA:
Z-score <-2.0 T-score<2.5en DEXA: T-score < 2.5 en cualquier
cualquier lugar T-score < 2.5 lugar
en cualquier *Fracturas vertebrales
lugar evidenciadas por Rx, TC o
*Fractura RNM
patoldgica
previa
Afectacion renal *FG reducido en un *FG reducido en un *FG < *FG < 60cc/min
30% del esperado 30% del esperado 60cc/min *Calciuria(24h) >
*Calciuria(24h) > *Calciuria(24h) > 400mg/dia (>10mmol/d) y
400mg/dia 400mg/dia riesgo incrementado de
(>10mmol/d) (>10mmol/d) litiasis
*Presencia de nefrolitiasis
o nefrocalcinosis
mediante Rx, Ecografia o
TC
Edad < 50 afios < 50 afios < 50 afios < 50 afios

Tabla obtenida de: Bilezikian JP, Brandi ML, Eastell R, Silverberg SJ, Udelsman R, Marcocci C, Potts JT. Guidelines for the
Management of Asymptomatic Primary Hyperparathyroidism: Summary Statement from the Fourth International Workshop. J
Clin Endocrinol Metab. 2014: 99(10): 3561-3569

Teniendo en cuenta estos criterios quirdrgicos, a todo paciente con un HPTP debe de
realizarse un estudio completo que incluya: analisis sanguineo y de orina (con calcio, fésforo,
creatinina, 25-OH VitD, PTH, calciuria/24h y aclaramiento de creatinina), densitometria dsea,
radiografia de columna dorso-lumbar y ecografia abdominal.

Si el paciente cumple criterios de cirugia, la realizacién de una prueba de imagen (ecografia, TC
cervical, gammagrafia Tc-mibi...) puede ser util de cara a facilitar el abordaje quirurgico.

Aquellos pacientes con un HPTP asintomatico y que no cumplen criterios quirurgicos deben ser
controlados de forma periddica, ya que un tercio de estos pacientes presentaran una
progresidn sintomatica de la enfermedad durante los 15 afios siguientes al diagndstico [Rubin
y col, 2008]. Las guias sobre la monitorizacién de estos pacientes también han cambiado en los
ultimos afos, siendo las ultimas recomendaciones las que se describen a continuacion
[Bilezikian y col, 2014]:
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- Determinacion de calcio sérico, filtrado glomerular y creatinina sérica de forma anual.

- Realizacion de DEXA a nivel de columna lumbar, fémur y antebrazo cada 1 o 2 afios. Asi
mismo, valorar la realizacion de Rx de columna dorso-lumbar o VFA mediante DEXA si
clinicamente se sospecha fractura vertebral.

- Realizacion de perfil analitico de litiasis renal, Rx abdominal, ecografia y/o TC abdominal si
se sospecha la presencia de litiasis renal.

La paratiroidectomia es el Unico tratamiento definitivo para el HPTP. Sin embargo, existen
pacientes que rechazan la cirugia y otros en que, ya sea por riesgo quirdrgico o por
comorbilidades, la PTx no es la primera opcion terapéutica. En estos casos es necesario un
abordaje médico y farmacoldgico de la enfermedad. A pesar de que los estudios publicados
hasta el momento son escasos, el cuarto workshop internacional sobre HPTP propone un
enfoque basado en tres pilares: la suplementaciéon con calcio y vitamina D, los bisfosfonatos y
el cinacalcet [Marcocciy col, 2014].

OSTEOPOROSIS

La conferencia de consenso del National Institute of Health del 2000, definid la osteoporosis
como una enfermedad esquelética caracterizada por una resistencia dsea disminuida que
aumenta el riesgo de fractura [NIH consensus, 2001]. La resistencia 6sea viene determinada no
s6lo por la densidad del hueso, sino también por su calidad. Esta ultima depende de la
microarquitectura del hueso, del recambio 6seo, de la acumulacién de microlesiones y de la

mineralizacién del hueso.

5.a-. Epidemiologia y factores de riesgo:

Epidemiologia: La prevalencia de osteoporosis en nuestro medio es elevada y supone un alto
gasto sanitario debido, sobre todo, a sus complicaciones. Su incidencia es mayor en mujeres y

aumenta claramente con la edad.

Estudios epidemioldgicos de la poblacion femenina espafiola muestran una prevalencia de
osteoporosis a nivel de columna lumbar del 11,12% y del 4,29% a nivel del cuello femoral.
Estos datos se incrementan de forma significativa a medida que aumenta la edad, llegando al
40,40% en CLy al 24,24% en CF cuando se superan los 70 afios de edad [Diaz Curiel y col, 2001;
Diaz Curiel y col, 1997]

Factores de riesgo: La osteoporosis es una enfermedad multifactorial que depende y se ve
influenciada por diferentes factores genéticos, patolégicos y ambientales [Kling y col, 2014].
Estos factores son:

- La edad: La incidencia de osteoporosis aumenta claramente a partir de los 50 afios en las
mujeres y a partir de los 70 en los hombres.

- El sexo: Es mucho mas frecuente en mujeres que en hombres.
- La raza: Es mas frecuente en la raza blanca y la asiatica.

- IMC: Un indice de masa corporal bajo aumenta el riesgo de osteoporosis.
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- Factores genéticos: Su incidencia es mayor en hijas de madres osteoporéticas.

- Factores hormonales como el tiempo de exposicidn a las hormonas sexuales (la incidencia de
osteoporosis es mayor si la menopausia es precoz y/o la menarquia es tardia), el
hipertiroidismo, el hiperparatiroidismo, el Sindrome de Cushing o la Diabetes Mellitus tipo 1.

- Factores higiénico-dietéticos: Dietas pobres en calcio, el tabaquismo, el sedentarismo o la
ingesta excesiva de alcohol aumentan el riesgo de padecer osteoporosis.

- Farmacos: Hay una mayor incidencia de osteoporosis en pacientes que toman tratamiento
crénico con corticoides.

- Factores patoldgicos: Enfermedades como la artritis reumatoide, la enfermedad inflamatoria
intestinal, la hemocromatosis, la celiaquia, la homocistinuria... se asocian a una disminucion de
la DMO.

5.b-. Diagnéstico:

El diagndstico de osteoporosis se realiza en la mayoria de los casos por criterios
densitométricos, aunque la presencia de una fractura por fragilidad nos permite establecer un
diagnéstico clinico.

Criterios densitométricos: Desde hace afios, para el diagndstico densitométrico de la
osteoporosis, se utilizan los criterios establecidos por la OMS en 1994 [WHO Study Group,
1994]. Estos criterios se establecieron para mujeres postmenopausicas de raza blanca, por lo
que su extrapolacidn a varones y mujeres jévenes debe hacerse con cautela.

El diagndstico de osteoporosis se establece ante valores de DMO inferiores a — 2.5
desviaciones estandar respecto al pico de DMO juvenil (T-score).

Sin embargo, convertir una variable continua como la DMO en una variable dicotédmica
(presencia o no de osteoporosis), puede producir una falsa sensacién de seguridad respecto a
la presencia o no de riesgo de fractura. Por este motivo se cred el concepto de osteopenia,
definida como una DMO que se encuentra entre -2.5 y -1.0 desviaciones estandar respecto al

pico juvenil.

Criterios clinicos: La presencia de una fractura osteopordtica o por fragilidad es el estadio
establecido de la enfermedad osteoporética. Sin embargo, la dificultad para utilizar este
criterio radica en poder asegurar, sin realizar otras exploraciones complementarias, que se

trata de una fractura osteopordtica. Hay una serie de factores que apoyan esta etiologia:

- Ausencia de otro factor que justifique la fractura: ausencia de traumatismo, otra
enfermedad 6sea...

- Presencia de factores de riesgo para padecer osteoporosis: edad, sexo, tratamiento
corticoideo....

- Localizacidn tipica de la fractura osteopordtica: fémur proximal, columna vertebral (por
debajo de T4) y antebrazo distal.

5.c-. Tratamiento:
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Indicacién de tratamiento: La Sociedad Espafiola de Investigacién Osea y del Metabolismo
Mineral establece las siguientes indicaciones para el inicio del tratamiento [Gonzalez-Macias y
col, 2015]:

- Pacientes que presenten osteoporosis que ya halla sido diagnosticada por criterios clinicos
(fractura por fragilidad) o por criterios densitométricos (DMO igual o inferior a 2,5 T en
columna lumbar, cuello femoral o cadera total).

- Aquellos pacientes que tienen un riesgo de sufrir fractura lo suficientemente importante
como para que justifique tanto el coste del tratamiento como el riesgo de padecer los
efectos adversos de éste. En concreto cabe mencionar dos situaciones:

o Utilizacién de corticoides. La administracién de glucocorticoides a una dosis
minima de 5mg/dia durante tres meses, es por si sola, indicacidn de tratamiento
para prevenir una osteoporosis secundaria.

o Asociacién de valores densitométricos superiores al umbral de osteoporosis pero
proximos a él (T £ -2,0) con la presencia de otros factores de riesgo para fractura
(edad > 65 afios, IMC < 19, antecedente familiar de fractura, asociacion de
tabaquismo y alcoholismo severos, diabetes, artritis reumatoide...).

Medidas no farmacoldgicas: Como medidas generales debe recomendarse a toda la
poblacidén, y en particular a los pacientes osteoporéticos, la practica de ejercicio fisico, la
eliminacién de habitos tdxicos, una dieta equilibrada con aporte adecuado de calcio y vitamina
D, asi como la puesta en marcha de medidas para la prevencién de caidas.

Tratamiento farmacoldgico: El objetivo del tratamiento de la osteoporosis es reducir el riesgo
de fractura. En el momento actual existen tres categorias de farmacos antiosteopordticos: los
antirresortivos, los anabdlicos y los agentes de doble accion [Pérez-Edo y col, 2011].

- Farmacos antirresortivos o anticatabdlicos: inhiben la resorcién dsea al actuar sobre los
osteoclastos y/o sus precursores, disminuyen el remodelado éseo, incrementan la
densidad mineral ésea y preservan la microarquitectura del hueso.

o Tratamiento hormonal sustitutivo: Actualmente solo se utiliza el THS en mujeres
con menopausia precoz, con intensa sintomatologia climatérica o en el caso de
no poderse administrar otros farmacos para la osteoporosis.

o Calcitonina: La Agencia Europea del Medicamento alerté en 2012 que su uso
prolongado se asocia a un mayor riesgo de desarrollar cancer, por lo que
aconsejan tratamientos cortos y en la forma inyectable (no intranasal). Hasta ese
momento estaba indicada en el tratamiento de fracturas vertebrales recientes y
sintomaticas por el efecto analgésico que tiene.

o Raloxifeno: Forma parte, junto con el bazedoxifeno, de los Moduladores
Selectivos de los Receptores de Estrégenos (SERMs). Son farmacos de segunda
linea en el tratamiento de la osteoporosis postmenopdusica. Disminuye la
pérdida de DMO y reduce el riesgo de fracturas vertebrales.

o Bisfosfonatos: Son los farmacos de primera linea en el tratamiento de la
osteoporosis y por lo tanto, los mas utilizados en la actualidad. Su eficacia ha sido
ampliamente demostrada y aunque en general son bien tolerados, la adherencia
al tratamiento resulta relativamente baja a largo plazo. Los bisfosfonatos
comercializados en la actualidad son: Etidronato, Alendronato, Risedronato,
Ibandronato y Zolendronato.

o Denosumab: Se trata de un anticuerpo monoclonal especifico que bloquea el
RANKL, por lo que inhibe la formacidn, la activacion y la supervivencia de los
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osteoclastos; disminuyendo asi la resorcién dsea. Esta autorizado para el
tratamiento de la osteoporosis postmenopdusica con alto riesgo de fractura.

- Farmacos anabdlicos: actuan sobre los osteoblastos o sus precursores, producen un
incremento del remodelado éseo (mayor incremento de la formacion de hueso que de la
resorcion) y aumentan la masa 6sea. En la actualidad existe sélo un analogo de la PTH
comercializado: la teriparatida o rhPTH 1-34 usada a dosis de 20ug/dia por via
subcutdnea. La rhPTH 1-84 a dosis de 100ug/dia por via subcutdnea dejé de
comercializarse por causas no conocidas. Existe limitacidon de dos afios en la duracion del
tratamiento por temas de seguridad.

- Farmacos de accion mixta: El ranelato de estroncio produce un aumento de la formaciony
una disminucidon de la resorcidén dsea, que se traduce en un incremento real de la masa y
resistencia 6sea. Esta indicado en la osteoporosis postmenopdusica para reducir el riesgo
de fracturas vertebrales y no vertebrales en subgrupos de alto riesgo que no puedan usar
otras alternativas terapéuticas. No se recomienda su uso en pacientes con antecedentes
de cardiopatia isquémica, vasculopatia periférica, patologia cerebrovascular e
hipertension arterial mal controlada.

La eleccion del

A A Paciente con indicacion de tratamiento farmacoldgico antiosteoporotico
farmaco dependera i
de multiples factores [ |
tales como: el ri esgo Riesgo de fractura vertebral No Riesgo menor de fractura
elevado (equivalente a dos de cadera
de fractura vertebral 0 més fracturas vertebrales) -0 <6570a.
| Factores restrictivos para *DMOen CF>-25T
Y/O no vertebral, los Empezar con PTH 1-34 via oral * No fracturas
(alos 24 m. antirresortivos) T EdheneD
valores de DMO, los Alemativa: estandar o @ _
Mayor riesgo de fractu ; ;
antecedentes i Z:f,:,e:?:;) - a’]a Alternativa: estandar |
patolégicos de la |
. ALNRIS | zoLEN
paciente, etc. En la T
. . 2° eleccion el i | = 7
Fig. 11 se describe el G  |whdad | &‘Oﬂl
algoritmo de eleccidn [ Ibandronato, RE, SERMs
d e| fa’ rmaco Problemas AD: Problemas en el Aparato Digestivo

IR: Insuficiencia renal (ver indicacién segiin filtrado glomerular en el texto)

recomendado por la
SEIOMM Fig. 11: Algoritmo de eleccion del farmaco para el tratamiento de la osteoporosis.
: http.//www.seiomm.org/documento/vista-previa/guia-seiomm-2014-
actualizada-abril-2015

6. GENETICA Y HUESO

6.a-. Inicios en el estudio genético de la osteoporosis

La osteoporosis es una enfermedad multifactorial en la que estan involucrados diferentes
factores genéticos y ambientales; algunos de los cuales se han comentado ya con anterioridad.

Existen multiples estudios epidemioldgicos que ponen de manifiesto este componente
genético, tanto por lo que respecta a la DMO [Smith y col, 1973; Pocock y col, 1987; Evans y
col, 1988; Seeman y col, 1989] como al riesgo de fractura [Cummings y col, 1995]. Los estudios
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realizados por Smith en una cohorte de gemelos demostraron, hace mas de 40 afios, que la
DMO tenia mayor heredabilidad en los gemelos monocigotos que en los dicigotos [Smith y col,
1973]. Asi mismo, el trabajo de Cummings puso de manifiesto que el riesgo de padecer una
fractura de cadera se duplicaba si existian antecedentes maternos de fractura [Cummings y
col, 1995].

Sin embargo, al tratarse de una enfermedad compleja, la osteoporosis no sigue un patrén de
herencia mendeliano simple. Los factores de riesgo genéticos son transmitidos de generacion
en generacion, pero su expresion fenotipica dependera de la interaccién con otros genes y/o
con factores ambientales.

Con el objetivo de identificar y caracterizar los genes implicados en una enfermedad compleja,
como la osteoporosis, se realizan estudios de ligamento y/o de asociacion.

En la poblacion existen multiples variantes genéticas llamadas polimorfismos, la mayoria de las
cuales son cambios de un solo nucledtido (SNP). Se calcula que en el genoma humano hay
unos 10 millones de SNPs con frecuencias del alelo minoritario superiores al 10%. Los
marcadores genéticos analizados en los estudios de asociacion suelen ser polimorfismos de un
cambio puntual de nucleétido.

En los ultimos afios se han realizado mdltiples estudios de asociacion a gran escala (GWAS)
que han identificado mas de 60 genes relacionados con la DMO y mas de 20 asociados con el
riesgo de fractura [Liu y col, 2014; Richards y col, 2012]. En estos estudios se genotipan cientos
de SNPs con la finalidad de encontrar una asociacidon con los fenotipos de la enfermedad
estudiada. Sin embargo, esta asociacion no aporta informacion sobre el funcionalismo de los
polimorfismos estudiados, su relacion con otros genes o la posible interaccién con factores
ambientales.

Los genes clasicamente relacionados con la osteoporosis han sido el gen COL1A1, el gen ESR1,
el gen VDR y el gen TGF-8. Sin embargo, en los ultimos afios han aparecido estudios con otros
genes candidatos como el gen LRP5, el gen LRP6, el gen WNT16, el gen TNFRSF11A (también
conocido como RANK), el gen TNFSF11 (también llamado RANKL) o el gen TNFRSF11B (también
denominado OPG), entre otros.

6.b -. Genes candidatos relacionados con la osteoporosis:

Gen de la cadena alfa 1 del colageno tipo | (COL1A1):

El gen COL1A1 esta localizado en el cromosoma 17, en la region 17q21.31-g22.15, y contiene
la informacion necesaria para la sintesis de la cadena alfa 1 del colageno tipo |. Esta proteina
se encuentra presente en el hueso (es el principal componente de la matriz extracelular), en la
piel, tendones, ligamentos y otros tejidos de sostén.

El polimorfismo mas estudiado de este gen es el rs1800012 (también llamado Sp1l). Se trata de
la sustitucion de una guanina por una timina en

. E’“’l.“‘ e - o l'l‘::‘:“:z el primer intrén del gen (Fig. 12). Ya en 1996,

5 1 | L | L A
I ., Ul PTTTTTTTETE | Grant objetivé que las pacientes homocigotas
G/G tenian una DMO significativamente mayor
Promoter SUTR Exon1  SP1-sites Exon 2 que Ias padentes heterocigotas G/T y
e homocigotas T/T, con un riesgo relativo de 2.97
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vertebral para las portadoras de una timina

[Grant y col, 1996].
Fig 12: Gen del COL1A1
http.//www.genomos.eu/index.php?page=history

Gen del Receptor Estrogénico Tipo 1:

El gen ESR1 se localiza en el brazo largo del cromosoma 6 (6g25.1). Este receptor se expresa, a
nivel de hueso, en osteoblastos, osteoclastos y las células estromales de la médula ésea.

Los dos polimorfismos mas estudiados son el rs223493 o Xbal (que sustituye una adenina por
una guanina) y el rs9340799 o Pvull (que sustituye una timina por una citosina).

Promoter  Exon 1Exon 2 Exong| loannidis demostrd, en 2004, que ser
v v ¥
5’{ i i ||| i : i i I HJ portador homocigoto G/G para el
el polimorfismo Xbal tenia un efecto
protector para la fractura osteopordtica.
»> 'Y
Exon 2 Sin embargo, este polimorfismo no se
I asocié con la DMO. La Odds Ratio para el
v riesgo de fractura total disminuia un 20%
Pvull  Xbal )
y para el riesgo de fractura vertebral lo
Yy v hacia en un 30% en los pacientes
Fig.13: Gen del receptor estrogénico tipo 1 homocigotos [loannidis y col, 2004].

http://www.genomos.eu/index.php?page=history

Gen del Receptor de la Vitamina D:

El gen del receptor de la Vitamina D se localiza en el cromosoma 12 (region 12q12-q14), y a dia
de hoy, es probablemente el gen relacionado con la osteoporosis mas estudiado. Los
polimorfismos rs1544410 (Bsm 1) y rs7975232 (Apa 1), localizados en el intréon 8, y el
polimorfismo rs731236 (Taq 1), localizado en el exdn 9, son polimorfismos de restriccion. El
polimorfismo rs11568820 (Cdx 2) se encuentra en un area promotora del gen VDR vy el
polimorfismo rs2228570 (Fok I) es el Unico que se encuentra en la regidén codificante (la
variante alélica f da lugar a una proteina de 427 aminoacidos mientras que la variante alélica F

da lugar a una proteina con tres aminoacidos menos).
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El estudio mds completo sobre el gen del receptor de la Vitamina D fue publicado por Fang en
2005. Se trata del Estudio Rotterdam, dénde se analizaron 15 haplotipos que se distribuian por
5 regiones claves del gen del VDR (Fig. 14). Los haplotipos de la regién 5’ 1a/1le, de la region
promotora 1b y de la regién 3’ (donde se incluyen los polimorfismos Bsml, Apal y Tagl), se
relacionaron con el riesgo de fractura. Los pacientes con haplotipos de riesgo en dos o tres de
estas localizaciones tenian un incremento del riesgo de fractura de hasta un 48%
independientemente de la edad, sexo, IMC y/o DMO. Sin embargo, los haplotipos de riesgo
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¢
asociaron con la DMO [Fang y col, 2005].

Los estudios funcionales realizados en dicho trabajo mostraron que los haplotipos de riesgo en
la regidn promotora se asociaban a una menor expresion del gen VDR y que los haplotipos de
riesgo de la region 3’ se asociaban a un incremento en la degradacidn del RNA mensajero.

Gen del Factor de Crecimiento Transformador f8:

El gen del Factor de Crecimiento Transformador B (TGF-B) se encuentra en el cromosoma
19(19g13.1). El TGF-B estd presente en la matriz 6sea y es uno de los reguladores de la
proliferacion y la diferenciacidon de los osteoblastos, por lo que interviene de forma directa en

la formacion de hueso.

Son muchos los polimorfismos del gen del TGF- B estudiados. Langdahl y colaboradores,
relacionaron en 2003 el polimorfismo T(816-20)-C, el C(-1348)-T y el T(29)-C con la DMO y la
presencia de fracturas. Los homocigotos T/T para el polimorfismo T(816-20)-C tenian una DMO
mas alta en columna lumbar, cuello femoral y cadera total; asi como, menor frecuencia de
fracturas osteopordticas. Los homocigotos T/T para el polimorfismo C(-1348)-T tenian mayor
DMO a nivel de cuello femoral comparado con los genotipos T/C o C/C. Los homocigotos C/C
para el polimorfismo T(29)-C tenian una DMO mas alta en cuello femoral y cadera total que
los genotipos C/T o T/T [Langdahl y col, 2003].
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JUSTIFICACION:

El hiperparatiroidismo primario (HPTP) es el tercer diagnostico endocrinolégico mas frecuente y afecta a
un 0,3% de la poblacion general, pero su prevalencia aumenta hasta un 1-3% si hablamos de mujeres
postmenopdusicas [Adami y col, 2002; Wermers y col, 2006; Mihai y col, 2008, Bandeira y col, 2009]. Asi
mismo, la osteoporosis es una enfermedad que alcanza una prevalencia del 20-25% en este segmento
de poblacién [Diaz-Curriel y col, 2001; Brown y col, 2002]. Estas dos entidades producen alteraciones a
nivel del metabolismo calcio-fésforo, pero la relacion entre ambas no se encuentra todavia bien
definida. Por ejemplo, la parathormona (PTH) tiene un efecto paraddjico sobre el hueso. Puede causar
pérdida de masa dsea en infusion continua y por el contrario puede aumentar la masa dsea cuando se
administra de forma intermitente [Neer y col, 2001].

Habitualmente, el HPTP esta causado por un adenoma benigno de una de las glandulas paratiroideas. En
los ultimos afios se han revisado los criterios quirdrgicos del hiperparatiroidismo primario [Bilezikian y
col, 2009; Bilezikian y col, 2014] y la presencia de osteoporosis en cualquier localizacién forma parte de
ellos. Sin embargo, la respuesta tras la paratiroidectomia (PTx), en cuanto a la recuperacién de la masa
6sea, no se produce de forma generalizada en todos los casos.

Los datos de los que se disponen en la actualidad, provienen de estudios con muestras de poblacion
pequeias y muy heterogéneas, cosa que dificulta la interpretacién de los mismos. El meta-analisis
realizado por Sankaran en 2010, concluyé que la cirugia tiene un efecto beneficioso sobre la
recuperacion de la masa dsea [Sankaran y col, 2010]. Sin embargo, el trabajo realizado por Sitges-Serra
en 2010, evidencié que solo el 46% de las pacientes sometidas a una PTx mostraban un aumento
significativo de la densidad mineral ésea (DMO) a nivel de cuello femoral. En este caso se analizé de
forma individual dicha evolucidn, objetivando que eran las pacientes mas jovenes y las que presentaban
un HPTP mds severo las que presentaban una mayor recuperacién de la DMO tras la cirugia [Sitges-Serra
y col, 2010]. A pesar de estos resultados, es mas que probable que hallan otros factores que influyan en
dicha recuperacion.

Actualmente se disponen de claras evidencias de que la DMO y la variacion en el remodelado 6seo estdn
genéticamente determinadas. Entorno a un 75-80% en la variacion de la masa 6sea producida con la
edad esta condicionada por factores genéticos [Smith y col, 1973; Pocock y col, 1987; Evans y col, 1988;
Seeman y col, 1989].

Hay poca bibliografia sobre la relacion entre genética e hiperparatiroidismo. De los muchos genes
potencialmente relacionables con el HPTP, el mas estudiado es el gen del receptor de la Vitamina D
(VDR). Carling y colaboradores, realizaron varios estudios entre 1995 y el 1997 en los que estudiaron la
prevalencia de los diferentes polimorfismos del gen del VDR (Bsm1, Apal, Taql) y evidenciaron un
mayor porcentaje de los alelos baT en los pacientes afectos de HPTP [Carling y col, 1995; Carling,
Kindmark y col, 1997] e incluso demostraron que este haplotipo se relacionaba con un aumento de la
concentracion de calcio requerida para inhibir la secrecion de PTH [Carling, Ridefelt y col, 1997]. Sin
embargo, otros estudios no han demostrado diferencias significativas en los porcentajes de estos alelos
con respecto a la poblacién control [Menarguez y col, 1999; Pacheco y col, 2000; Sosa y col, 2000].

Solo dos estudios han relacionado diferentes polimorfismos del gen del VDR con la DMO en pacientes
con HPTP. Kobayashi estudié en 1998 el polimorfismo Bsm1 y observé que los pacientes con el genotipo
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bb tenian una menor DMO a nivel de radio que los pacientes BB/Bb [Kobayashi y col, 1998]. Unos afios
después; Christensen objetivd que aquellos pacientes con el genotipo AA o CA para el polimorfismo
Apal, tenian una menor DMO a nivel de columna lumbar en comparacién con los que tenian el genotipo
CC [Christesen y col, 2013].

En los ultimos afios, la investigacion se ha centrado en el gen del receptor-sensor del Calcio (CaSR), del
que se han estudiado tres polimorfismos (A986S, R990G, Q1011E). A pesar de los multiples estudios que
han relacionado el polimorfismo R990G con la presencia de litiasis renal [Corbetta y col, 2006; Scillitani y
col, 2007; Vezzoli y col, 2015], sélo el trabajo de Han asocio el genotipo RR+GR con una menor DMO a
nivel de columna lumbar [Han y col, 2013].

Revisada la bibliografia de la que se dispone en la actualidad, parece bastante claro que deben seguirse
realizando nuevos estudios con polimorfismos candidatos que tengan mayor sentido funcional. Conocer
mejor estos polimorfismos, su relacion con la DMO y su influencia sobre la evolucion de la enfermedad,
nos permitiria identificar las pacientes de mayor riesgo y predecir la respuesta al tratamiento; es decir,
nos permitiria mejorar la atencidn a las personas que padecen un HPTP.

La deteccion precoz de las pacientes cuya DMO no mejorard tras la PTx, nos permitiria iniciar antes el
tratamiento farmacolégico y por lo tanto, reducir de forma mas rapida el riesgo de fractura.
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HIPOTESIS DE TRABAJO:

La evolucion de la masa dsea tras PTx en pacientes con HPTP esta relacionada con diversos factores
demogréficos, clinicos y/o analiticos.

Existen diversos polimorfismos de genes candidatos relacionados con el metabolismo osteo-mineral que
influyen en el cambio de DMO que se produce tras la cirugia, por lo que la evolucién de la masa 6sea
tras PTx también estd determinada genéticamente.

OBJETIVOS:

- Caracterizacién demografica, analitica y densitométrica de las pacientes con hiperparatiroidismo
primario, para valorar la posible la relacidn de diferentes variables con la evolucion de la masa dsea

tras paratiroidectomia.

- Genotipar los diferentes polimorfismos de los genes candidatos para valorar su posible relacion con
la presencia de HPTP, su asociacion con la densidad mineral dsea en el momento del diagndstico y
su influencia sobre la evolucién de la masa dsea tras paratiroidectomia.
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MATERIAL Y METODOS:

1-. Disefo:

Estudio prospectivo observacional realizado entre enero del 1999 y diciembre del 2012.

2-. Ambito:

El estudio se ha realizado en el Hospital del Mar de Barcelona en colaboraciéon con la Unidad de Cirugia
Endocrina y del Servicio de Medicina Interna. La extraccidn y procesamiento genético se ha realizado en
la Unitat de Recerca de Fisiopatologia Ossia i Articular del Institut Municipal d’Investigacié Medica
(URFOA_IMIM).

3-. Pacientes:

Todas las mujeres menopausicas diagnosticadas de HPTP en las que se ha indicado una PTx en la Unidad
de Cirugia Endocrina del Hospital del Mar, han sido valoradas de forma consecutiva para su inclusién en
el estudio.

Criterios de Inclusidn:
- Mujeres menopausicas diagnosticadas de HPTP.

- Pacientes tributarias de tratamiento quirdrgico. HPTP sintomatico o HPTP asintomatico que cumple los
criterios de indicacion quirdrgica determinados por los consensos internacionales de 1990/2002/2008
respectivamente (tabla 3).

- Ausencia de contraindicaciones para la cirugia.

- Disponer de estudio bioquimico y densitométrico previo a la intervencidn quirurgica.
- Diagnéstico confirmado histoldgicamente.

Criterios de Exclusion:

- Coexistencia de enfermedades que puedan alterar el metabolismo osteo-mineral (Paget, insuficiencia
renal crénica, hipertiroidismo, insuficiencia hepatica, enfermedad inflamatoria intestinal,
malabsorcion...).

- Trastorno en enfermedades que produzcan malnutricion o inmovilidad prolongada.
- Escoliosis severa que impida la medicion de masa dsea.

- Haber recibido tratamiento con farmacos que alteren el metabolismo éseo (antiresortivos, anabdlicos
6seos o corticoides) antes de la intervencidn o durante el seguimiento.

- Negativa a participar o no disponer de consentimiento informado.
Poblacién a estudio:

Finalmente, se han incluido en el estudio 159 mujeres postmenopadusicas diagnosticadas de HPTP
(Diagrama 1). Todas ellas han sido informadas de su participacion en el estudio y han dado el
consentimiento para el uso anénimo de sus datos clinico/demograficos con fines cientificos. Se adjunta
Hoja de Consentimiento Informado en el ANEXO1.
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Diagrama 1: Pacientes diagnosticados de HPTP y sometidos a una Paratiroidectomia en la Unidad de Cirugia Endocrina del Hospital
del Mar, que finalmente han sido incluidos en el estudio.

Paratiroidectomias realizadas en el
periodo a estudio

N =332
Varones Mujeres
N =62 N =270

A Enfermedades relacionadas con \
Premenopausicas K

el metabolismo osteo-mineral:

N =39 —>
Hipertiroidismo N = 21
Hipotiroidismo N = 4
Férmacos: Carcinoma tiroides N = 2
Antirresortivos N = 24 MEN tipo 1 N =3

Corticoides N = 2 Neoplasia de mama N =3

Estrégenos N =1 Insuficiencia Renal Crénica N =9

Enfermedad de Paget N =1

\ Inmobilizacién N = 2 /

Pacientes incluidas en el estudio

N =159

4-. Procedimientos de laboratorio:

En el momento del diagndstico se ha determinado el calcio sérico total (Ca), el fésforo (P), la 25-
hidroxivitamina D (25-OH VitD), la 1,25-hidroxivitamina D (1,25-OH, VitD), la PTH, la osteocalcina (OC), el
N-Telopéptido (NTx) y la calciuria/fosfaturia en orina de 24 horas (Ca,/P,). Todas las determinaciones se
han realizado también al afio y a los dos afos de la intervencion quirdrgica.

Analisis de marcadores bioquimicos:

- El calcio sérico total y el fosforo se han analizado mediante colorimetria, utilizando un
autoanalizador Roche MODULAR® ANALYTICS D/P (Coeficiente de variacidn (CV) interserie: <
4,6% y < 5% respectivamente). Los valores de referencia establecidos han sido:
= Calcio sérico total: 8,5-10,5 mg/dL.
= Fésforo sérico: 2,5-4,8 mg/dL.

- La calciuria y la fosfaturia en orina de 24 horas han sido determinadas mediante la misma
técnica que el Cay el P. Los valores de referencia han sido:
= Calciuria en orina de 24 horas: 42-353 mg/24h.
=  Fosfaturia en orina de 24 horas: 400-1300 mg/24h.
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Analisis a nivel hormonal:

- La 25-OH VitD se ha medido mediante inmunoensayo quimioluminiscente (CLIA) con el
autoanalizador DiaSorin LIAISON® (CV interserie: < 16%). Los valores de referencia establecidos
han sido:
= 25-OH VitD: 30-80ng/mlL.

- Para determinar la 1,25-OH, VitD se ha utilizado un radioinmunoensayo (RIA) con el
autoanalizador DiaSorin RIA® (CV interserie: 11.1%). Los valores de referencia han sido:
= 1,25-OH, VitD: 16-56 pg/mL.

- La PTH se ha medido con el inmunoensayo quimioluminiscente en fase sodlida del
autoanalizador Siemens IMMULITE® (CV interserie: <8%). El rango de normalidad establecido
ha sido:
= Parathormona: 12-65 pg/mL.

Analisis de marcadores de remodelado dseo:

- La osteocalcina ha sido determinada mediante inmunoensayo quimioluminiscente en fase
sélida con el autoanalizador Siemens IMMULITE® (CV interserie: <20%). Los valores de
referencia han sido:
= Osteocalcina: 2-22 ng/mL.

- EI N-Telopéptido se ha analizado en orina reciente de la mafiana mediante inmunoensayo por
quimioluminiscencia amplificada en el autoanalizador VITROS ECi® de Ortho-Clinical-
Diagnostics (CV interserie: <12%). Se han establecido los siguientes valores de referencia:
= Ntx 17-94 nmol/mmol.

5-. Evaluacion de la masa dsea:

Método de determinacion de la densidad mineral ésea:

La medicion de la masa dsea se ha realizado mediante densitometria por absorciometria dual fotdnica
(DEXA) con fuente de energia de doble haz de rayos X, utilizando un densitometro HOLOGIC QDR 4500
SL con software APEX® versidon 12,7.3 (Hologic, Walthman, Mass, USA).

Todas las pacientes incluidas en el estudio disponen de una densitometria en el momento del
diagnéstico. Se ha realizado un estudio densitométrico de control al afio y a los dos afios del tratamiento
quirurgico.

Localizacion de la determinacion de la densidad mineral dsea:
Inicialmente se ha procedido a la determinacion de la DMO a nivel de columna lumbar (CL) total (L1-L4),

cuello femoral (CF) y cadera total (CT). En nuestro centro dicha técnica tiene un coeficiente de variacion
“in vivo” del 1,00 % a nivel de CL, del 1,65 % a nivel de CF y del 1,60 % a nivel de CT.

Desde 2006-2007 se ha afnadido a la densitometria basal la medicién de la DMO a nivel de antebrazo
(tercio proximal del extremo distal del radio (1/3 PR) y zona ultradistal del radio(UD)). Esto nos permite
disponer de los datos de las tres localizaciones (columna, fémur y antebrazo) en 70 de las 159 mujeres
incluidas en el estudio. El coeficiente de variacién “in vivo” de la técnica es del 1,00% tanto en el 1/3PR
y como en UD.

Criterios densitométricos de normalidad y osteoporosis

El diagndstico de osteopenia y osteoporosis se ha llevado a cabo siguiendo los criterios establecidos por
la WHO en 1994.
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TR . s 2
Todos los anélisis realizados han utilizado valores absolutos de DMO en g/cm” en lugar de valores
relativos como la T-score o la Z-score.

Los valores del pico de masa désea en la poblacién sana espafola han sido tomados del estudio realizado
por Diaz-Curiel en 1997 y de los valores de referencia proporcionados por HOLOGIC® para la poblacion
espafiola. Estos valores son:

=  Anivel de columna lumbar: 1,033 + 0.106 g/cm2

=  Anivel de cuello femoral: 0,840 + 0,109 g/cm2

=  Anivel de cadera total: 0,919 + 0,097 g/cm2

=  Anivel de zona ultradistal del radio: 0,453 + 0,063 g/cm2

=  Anivel del tercio proximal del extremo distal del radio: 0,697 + 0,06 g/cm2

6-. Andlisis genético:

Seleccion de genes candidatos y polimorfismos:

Para la seleccion de genes candidatos se han buscado genes que participan de algin modo en el
metabolismo osteo-mineral o en la fisiopatologia del HPTP. Todos ellos han sido relacionados con
anterioridad con la osteoporosis, el HPTP u otras enfermedades del metabolismo mineral.

Los genes candidatos finalmente seleccionados para probar nuestra hipétesis han sido:

- El gen del receptor de la Vitamina D (VDR) que se encuentra en la brazo largo del cromosoma
12.

- Elgen del receptor de la PTH (PTHR) localizado en el brazo corto del cromosoma 3.
- Elgen del receptor-sensor del Calcio (CaSR) localizado en el brazo largo de cromosoma 3.
- Elgen del receptor estrogénico 1 (ESR1) localizado en el brazo largo del cromosoma 6.

- El gen de la 25-hidroxi-Vitamina D 1-alfa hidroxilasa (CYP27B1) localizado en el brazo largo del

cromosoma 12.

- El gen de la osteoprotegerina (TNFRSF11B o OPG) que se encuentra en el brazo largo del

cromosoma 8.

- El gen del receptor activador del factor nuclear KB (TNFRSF11A o RANK) situado en el brazo
largo del cromosomal8.

- Elgen del ligando del receptor activador del factor nuclear KB (TNFSF11 o RANKL) situado en el
brazo largo del cromosoma 13.

Los polimorfismos en estos genes han sido seleccionados sobre la base de los siguientes criterios: (1) el
alelo de menor frecuencia se encuentra en mas del 5% de la poblaciéon; (2) se trata de un tag-SNP
definido dentro del proyecto HapMap; (3) son polimorfismos funcionales putativos y (4) se han asociado
previamente con otros fenotipos de interés.

Finalmente los polimorfismos escogidos han sido:
- Del gen VDR se han estudiado los siguientes polimorfismos:

= rs7975232: También llamado polimorfismo Apa |. Se produce un cambio de una
citosina por una adenina en la posicion 47845054 del cromosoma 12 (intrén 10 del gen
VDR).
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= rs11568820: También llamado Cdx2. Se produce un cambio de una citosina por una
timina en la posicion 47908762 del cromosoma 12 (intrén 1 del gen VDR)

=  rs3847987: Se produce un cambio de una citosina por una adenina en la posicion
47844285 del cromosoma 12 (exdn 10 del gen VDR)

Del gen PTHR se han estudiado los siguientes polimorfismos:

= rs4683301: Cambio de una adenina por una timina en la posicion 46889988 del
cromosoma 3 (intrén 3 del gen PTHR).

= rs724449: Cambio de una citosina por una timina en la posicion 46894191 del
cromosoma 3 (intrén 4 del gen PTHR).

= rs2242116: Cambio de una adenina por una guanina en la posicién 46899626 del
cromosoma 3 (intrén 10 del gen PTHR).

Del gen CaSR se han estudiado los siguientes polimorfismos:

= r51042636: Se produce un cambio de una adenina por una guanina en la posicién
122284922 del cromosoma 3 (exdén 7 del gen CaSR).

= rs1801725: Se produce un cambio de una guanina por una timina en la posicion
122284910 del cromosoma 2 (exdén 7 del gen CaSR).

Del gen ESR1 se ha estudiado el siguiente polimorfismo:

= r52504063: Se produce un cambio de una guanina por una adenosina en la localizacion
151769572 del cromosoma 6 (intrén 2 del gen ESR1).

Del gen CYP27B1 se ha estudiado el siguiente polimorfismo:

=  rs4646536: Cambio de una adenina por una guanina en la posicién 57764205 del
cromosoma 12 (intrdén 6 del gen CYP27B1).

Del gen OPG se ha estudiado el siguiente polimorfismo:

= rs1032128: Se produce un cambio de una guanina por una adenosina en la posicion
118939534 del cromosoma 8 (intréon 1 del gen OPG).

Del gen RANK se ha estudiado el siguiente polimorfismo:

=  rs884205: Se produce el cambio de una adenina por una citosina en la posicién
62387624 del cromosoma 18 (exdn 7 del gen RANK).

Del gen RANKL se ha estudiado el siguiente polimorfismo:

= 159594738 Se produce un cambio de citosina por timina en la localizacion 42378009
del cromosoma 13 (regidon reguladora intergenética).

La prevalencia en poblacién sana de los diferentes polimorfismos estudiados ha sido obtenida del
PROYECTO GENOMOS 1000.

Extraccion de DNA:

El DNA gendmico se ha obtenido, a partir de leucocitos de sangre periférica, mediante dos

procedimientos:

Mediante el Kit Wizard Genomic para purificacion de DNA (Promega). El procedimiento de
extraccion se detalla en el ANEXO 2.
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- Por Autopure LS, una estacidn de trabajo robotizada para la purificacion automatizada de DNA
gendmico, en los laboratorios de Servicios de Apoyo de Laboratorio Biomédico, IMIM,
Barcelona (Espaiia).

Genotipado de polimorfismos:

El genotipado de los polimorfismos se ha realizado en Kbioscience, LGC genomics (Herts, Inglaterra)
utilizando el sistema de Kaspar v4.0 y el algoritmo Kraken alelo.

Para el control de calidad se han re-genotipado aleatoriamente un 8.7% de las muestras, objetivandose
una concordancia del 97.5%.

7-. Andlisis estadistico:

Los analisis descriptivos de las variables demograficas, analiticas y densitométricas se han presentado en
forma de medias y frecuencias. Se ha realizado la prueba de Levenne de calidad de Varianzas para
comparar las caracteristicas de las pacientes que han concluido el estudio con las de las pacientes de las
gue no disponemos de seguimiento.

Para la comparacion de variables cuantitativas se ha usado la T- student para datos apareados. Cuando
la variable no ha seguido una distribucidn normal se ha utilizado la prueba U de Mann-Whitney.

La evolucion de la DMO  tras la cirugia, estratificada por  grupos de
Osteoporosis/Osteopenia/Normalidad, ha sido analizada mediante una X2,

Se han realizado analisis de regresion lineal univariante y multivariante para determinar las posibles

variantes que influyen en la recuperacion de la DMO tras la PTx.

El equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) ha sido calculado mediante X* para cada polimorfismo
estudiado.

La comparacién entre la prevalencia de los diferentes polimorfismos estudiados en nuestra muestra y la
.z . . . . 2
poblacién sana de referencia, ha sido realizada mediante una X".

La relacidn entre los diferentes polimorfismos y la DMO basal, asi como su evolucién tras la cirugia, ha
sido estudiada mediante Analisis de la Varianza (ANOVA).

Para el andlisis de los datos se ha utilizado el programa estadistico SPSS v.13.0 (SPSS, Inc, Chicago,
Illinois, USA). Todos los valores de p inferiores a 0.05 se han considerado estadisticamente significativos.
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RESULTADOS:

OBJETIVO: CARACTERIZACION DEMOGRAFICA, CLINICA Y ANALITICA DE LAS PACIENTES CON HPTP
PARA VALORAR LA POSIBLE RELACION DE DIFERENTES VARIABLES CON LA EVOLUCION DE LA MASA
OSEA TRAS PARATIROIDECTOMIA.

1.a -. Caracteristicas demogréficas:

Las caracteristicas demograficas de las pacientes incluidas en el estudio se muestran en la Tabla 4. Estos
datos demogréficos se han obtenido a través de la historia clinica. Aquellos pardmetros que no
constaban en la historia han sido recuperados mediante una entrevista telefdnica.

Tabla 4: Caracteristicas demograficas de la muestra en el

momento de la intervencion quirurgica

Edad * (afos) 65,9+9,9
Peso * (Kg) 68 + 10,6
Talla * (cm) 156 +6,4
Edad menarquia * (afios) 13+1,6
Edad menopausia * (afios) 47,7+6,1
Hijos * 2,4+1,3
Ingesta diaria de calcio * (mg) 889,9 +270,5
Fumadora ** (Si/No/Ex) 7,65 /85,98 /6,37
Habito endlico ** (Si/No) 0/100

*Datos presentados como media * desviacidn estdndar

**Pporcentajes

No se han encontrado diferencias significativas entre las caracteristicas demogréficas basales de las
pacientes que han finalizado el estudio con las de las pacientes de las que no se dispone de seguimiento
(ANEXO 3-Tabla 1)

1.b -. Caracteristicas analiticas y densitométricas en el momento del diagndstico:

La poblacién estudiada ha presentado unas caracteristicas bioquimicas basales que han permitido el
diagnéstico de HPTP (Tabla 5). La calcemia ha superado los limites de la normalidad en el 69,2% de las
pacientes, siendo la determinacion maxima de 17,6 mg/dL. Solo el 22,4% de las pacientes han
presentado una fosfatemia inferior a 2,5mg/dL, siendo el valor mas bajo detectado de 1,1 mg/dL. La PTH
ha sido superior a 65 pg/mL en el 95,5% de las pacientes y superior a 300 pg/mL en el 9% de los casos.
Se ha objetivado un déficit de 25-OH VitD (definido como < 30ng/mL) en el 84,51% de las pacientes y
una elevacion de 1,25-OH, VitD en el 48,4% de los casos.

A nivel analitico y densitométrico, tampoco se han encontrado diferencias significativas entre las
pacientes que han finalizado el estudio y las pacientes de las que no se dispone de seguimiento (ANEXO
3-Tablal).
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Tabla 5: Valores analiticos y densitométricos en el momento del diagndstico

Ca (mg/dL) 11,1+0,9

P (mg/dL) 2,9+0,6
25-OH VitD (ng/mL) 19,7 13,3
1,25- OH, VitD (pg/mL) 59,3 + 24,9
PTH (pg/mL) 177,9 +163,3
OC (ng/mL) 9,59
NTx (nmol/mmol Cr) 67,6 £45,7
Ca, (mg/24h) 347,4 +186,9
P, (mg/24h) 865,6 + 377,9
DMO a nivel de CL (g/cmz) 0,807 £ 0,150
DMO a nivel de CF (g/cm?) 0,626 + 0,100
DMO a nivel de CT (g/cmz) 0,756 + 0,132
DMO a nivel de 1/3 PT (g/cm?) 0,549 * 0,086
DMO a nivel UD (g/cm?) 0,307 + 0,064

Rango de normalidad: Ca 8,5-10,5 mg/dL; P 2,5-4,8 mg/dL; 25-OH VitD 30-80ng/mL; 1,25-OH,-VitD 16-56 pg/mL; PTH 12-

65 pg/mL, OC 2-22 ng/mL; Ntx 17-94 nmol/mmol Cr; Ca, 42-353 mg/24h; P, 400-1300 mg/24h.

Los valores basales de la DMO a nivel de columna, fémur y antebrazo se muestran en la Tabla 5. A nivel

de columna lumbar, el 43,3% de las pacientes se han diagnosticado de osteoporosis y el 35,7% de

osteopenia. A nivel de cuello femoral, el 84,1 % de las pacientes han presentado una DMO baja (el

26,1% en forma de osteoporosis y el 58 % en forma de osteopenia) y a nivel de cadera total este

porcentaje se ha situado en el 75,6% (23% osteoporosis y 52,6% osteopenia). La localizacién con

afectacion ésea mds severa ha sido el antebrazo, dénde el 45,7% de las pacientes han presentado

osteoporosis a nivel de la zona ultadistal del radio y el 47,1% a nivel del tercio proximal del extremo

distal del radio (Figura 15).

Figura 15: Porcentaje de osteopenia/osteoporosis en el momento del diagndstico en las diferentes

localizaciones estudiadas
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1.c-. Evolucion de las variables analiticas y densitométricas tras intervencion quirdrgica:

Se ha observado una disminucién estadisticamente significativa del calcio sérico y de la PTH tras

paratiroidectomia (Tabla 6). Solo 2 pacientes han persistido con hipercalcemia al afio y a los dos afios de

la intervencién quirlrgica, con unos valores de 10,6 y 10,8 mg/dL en ambas ocasiones. Respecto a la

PTH, al afio de la PTx, el 73,6% de los pacientes han reducido los valores de PTH hasta mantenerse en el

rango de la normalidad. Este porcentaje ha aumentado hasta el 84,3% a los dos afios de seguimiento. De

los pacientes que han mantenido una PTH elevada a los dos afios de seguimiento, solo en un caso se ha

detectado una hipercalcemia leve (valor de 10,6 mg/dL). En el 84% de los pacientes con PTH elevada se

ha asociado un déficit de 25-OH VitD, y el 16% restante han presentado valores en el limite bajo de la
normalidad (entre 30,30-43,6 ng /mL)

Tabla 6: Evolucion de los parametros analiticos y densitométricos, al afio y a los dos afnos del tratamiento

quirargico

Pre-PTx Post-PTx p Post-PTx o]

(al afio) (2 afios)

n=159* n=142* n=92*
Ca (mg/dl) 11+0,9 9,5+0,5 <0,001 9,5+0,5 <0,001
P (mg/dl) 29+0,6 3,5+0,5 <0,001 36+0,5 <0,001
25-0H VitD (ng/ml) 19,7 +13,9 23,7+17,1 0,029 27,9+20,5 0,004
1,25- OH, VitD (pg/ml) 60,9 + 24 432+17,1 <0,001 40,6 + 15,8 <0,001
PTH (pg/ml) 170,6 + 144,6 55,5 + 34,9 <0,001 53,1+30,1 <0,001
OC (ng/ml) 7,9+5,9 3,4+1,9 0,013 3615 0,002
NTx (nmol/mmol Cr) 72,61+ 35,6 43,3 + 26,7 0,011 42,8 + 33,7 0,036
Ca, (mg/24h) 396,7 £141,6 199,3+77,7 <0,001 199,5 +1 48,5 <0,001
P, (mg/24h) 959,71 £134,2 646 +303,8 0,014 694,4 + 342 0,014
DMO a nivel de CL (g/cm’) 0,801 + 0,146 0,832 + 0,147 <0,001 0,827 + 0,139 <0,001
DMO a nivel de CF (g/cmz) 0,626 + 0,102 0,647 +£0,103 <0,001 0,653 +0,102 <0,001
DMO a nivel de CT (g/cm’) 0,762+ 0,120 0,786 + 0,121 <0,001 0,791 + 0,112 <0,001
DMO a nivel de 1/3 PT 0,547 + 0,083 0,545 + 0,081 NS 0,534 +0,079 NS
(g/cm’)
DMO a nivel UD (g/cm’) 0,299 + 0,062 0,307 £ 0,061 <0,001 0,314 + 0,062 0,019

Rango de normalidad: Ca 8,5-10,5 mg/dl; P 2,5-4,8 mg/dl; 25-OH VitD 30-80ng/ml; 1,25-OH-VitD 16-56 pg/ml; PTH 12-65

pg/ml, OC 2-22 ng/ml; Ntx 17-94 nmol/mmol Cr; Ca, 42-353 mg/24h; P, 400-1300 mg/24h.

*La poblacion de la que se dispone de determinacion de DMO a nivel de antebrazo es: 70 pacientes en el momento del

diagnéstico, 57 al afio de la PTx y 38 a los dos afios de la PTx.

Respecto a la evolucién de la DMO tras PTx, ha habido un aumento significativo de la masa dsea a nivel

de columna lumbar, cuello femoral, cadera total y zona ultradistal del radio al afio de la intervencion

quirdrgica (Tabla 6). Este aumento de la DMO se ha mantenido a los dos afios de la PTx sin apreciarse

cambios significativos entre el primer y el segundo afio de la cirugia (p=0,390 en CL, p=0,689 en CF,
p=0,605 en CT y p=0,413 en UD).
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Teniendo en cuenta el porcentaje de cambio al afo de la PTx, se ha observado un incremento de DMO
del 4,45% en CL (IC para 95%: de 3,19% a 5,72%), del 3,28% en CF (IC para 95%: de 2,21% a 4,34%), del
3,28% en CT (IC para 95%: de 2,4% a 4,1%) y del 2,95% en UD (IC para 95%: de 1,59 a 4,31%).

A nivel de 1/3 PT no ha habido un aumento significativo de la DMO tras la PTx y tampoco el porcentaje
de cambio ha sido estadisticamente valorable.

La mejoria de la DMO objetivada, ha significado una disminucion estadisticamente significativa de la
prevalencia de osteoporosis en las pacientes postoperadas (p<0,001 en CL, CT y CF). Los cambios en la
prevalencia de osteoporosis se muestran en la Figura 16.

Figura 16: Evolucion del porcentaje de pacientes con osteoporosis en el momento del diagnédstico, al afio y a los dos

afios de la paratiroidectomia.
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han podido realizar los estudios de evolucién de prevalencia de osteoporosis antes y después de la
cirugia a nivel de antebrazo (zona UD y 1/3 PT del radio) debido a que el tamafio muestral no ha
permitido dar validez estadistica a los resultados.

1.d-. Predictores demograficos, analiticos y densitométricos en la recuperacién de la DMO tras PTx:

Se ha realizado un analisis de regresion lineal univariable para analizar la evolucién de la DMO tras PTx
teniendo en cuenta parametros demograficos como la edad, los afios de menopausia, el indice de masa
corporal, el habito tabaquico y la ingesta diaria de calcio (Tabla 7). Sélo en el estudio de cadera total se
ha demostrado la existencia de una relacidn estadisticamente significativa entre la edad y los afios de
menopausia, con la recuperacion de la masa 6sea. A menor edad, mayor recuperacion de DMO tras la
cirugia (por cada afio menos de edad respecto a la media basal ha habido un incremento de 0,0008
g/cm2 de DMO tras la PTx, con una p=0,0157) y a mas afios de menopausia en el momento del
diagndstico, menor recuperacion de DMO tras la intervencidn quirurgica (por cada afio de menopausia
por encima de la media se han recuperado 0,0006 g/cm2 menos de DMO tras PTx, con una p=0,026). En
definitiva, las mujeres mas jovenes y las que presentan una menopausia mas tardia han presentado una
mayor recuperacion de la DMO a nivel de cadera total tras la PTx.
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Se ha utilizado el mismo modelo de regresidn lineal univariable para analizar la posible influencia de los
parametros analiticos en el cambio de DMO tras la intervencidn quirurgica (Tabla 7). Este andlisis ha
demostrado que una mayor PTH en el momento del diagndstico, asi como una mayor disminucién de
ésta tras la PTx, se relaciona con un mayor incremento de DMO en todas las localizaciones. En cuanto a
los metabolitos de la vitamina D, a nivel de cadera total se ha evidenciado una relacién entre una 1,25-
OH, VitD basal elevada y un mayor incremento de la DMO tras la PTx. Asi mismo, se ha relacionado una
mayor 25-OH VitD al afio de la cirugia con una mayor recuperacién de DMO a nivel de cuello femoral.

Tabla 7: Predictores de ganancia de DMO tras PTX en pacientes con HPTP

Analisis de regresion lineal Univariable

Columna lumbar Cuello femoral Cadera total

A DMO p A DMO p A DMO p
Edad -0,0002 NS -0,0003 NS -0,0008 0,0157
Aiios de <-0,0001 NS -0,0004 NS -0,0006 0,0260
menopausia
IMC -0,0002 NS 0,0010 NS 0,0006 NS
Habito -0,0088 NS 0,0129 NS 0,0096 NS
tabaquico
Ingesta Calcio <-0,0001 NS <-0,0001 NS <-0,0001 NS
PTH basal 0,0001 0,0091 0,0001 <0,0001 0,0001 <0,0001
Cambio de PTH 0,0001 0,0244 0,0001 <0,0001 0,0001 <0,0001
tras PTx
25-OH VitD -0,0002 NS 0,0001 NS 0,0000 NS
Basal
Cambio de 25- -0,0001 NS -0,0002 NS 0,0001 NS
OH VitD tras
PTx
25-OH VitD al <-0,0001 NS 0,0004 0,0238 <-0,0001 NS
ano PTx
1,25-OH, VitD 0,0003 NS 0,0002 NS 0,0003 0,0143
Basal
Cambio de 0,0001 NS 0,0002 NS 0,0002 NS
1,25-OH, VitD
tras PTx
Analisis de regresion lineal Multivariable

Columna lumbar Cuello femoral Cadera total

A DMO p ADMO p ADMO p
Edad 0,0001 NS -0,0008 NS -0,0005 NS
Aiios de -0,0005 NS -0,0003 NS -0,0005 NS
menopausia
IMC 0,0017 0,0893 0,0021 0,0078 0,0014 0,0647
Ingesta calcio <-0,0001 NS -0,0000 NS <-0,0001 0,0288
Cambio de PTH 0,0001 0,0479 0,0001 0,0007 0,0001 0,001
25-OH VitD -0,0001 NS 0,0003 NS 0,0003 NS
basal
25-OH VitD al 0,0002 NS 0,0004 0,0345 0,0000 NS
afno
Cambio de 25- -0,0002 NS -0,0001 NS 0,0001 NS
OH VitD
DMO basal -0,0544 0,0756 -0,1177 0,0047 -0,0637 0,0308

A DMO: Cambio de DMO tras la PTx por cada unidad por debajo de la media de las variables analizadas
El andlisis de regresion lineal multivariable incluye un ajuste para todas la variables enumeradas en la tabla
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Al realizar el andlisis mediante un modelo de regresidn lineal multivariante (Tabla 7), se ha observado
que el Unico parametro que se asocia a una mayor recuperacién de DMO en todas las localizaciones es
el cambio de PTH; a mayor disminucion de PTH tras la cirugia, mayor aumento de DMO.

Una menor DMO basal se ha relacionado con una mayor recuperacién de DMO tras la PTx a nivel de
cadera total y cuello femoral, tendiendo a la significacidn a nivel de columna lumbar (p= 0,075).

La baja ingesta de calcio en el momento del diagndstico se ha asociado a una mayor recuperacion de
DMO tras la cirugia a nivel de cadera total. Asi mismo, una 25-OH VitD elevada al afio de la PTx se ha

relacionado con una mayor recuperacion de DMO a nivel de cuello femoral.

Al analizar los parametros demograficos, se ha objetivado una relacidn estadisticamente significativa
entre el IMC y la recuperacién de DMO a nivel de cuello femoral. A nivel de cadera total y columna
lumbar esta relacidn ha tendido a la significacién con una p=0,06 y p=0,08 respectivamente.

No se han realizado andlisis de regresion lineal univariante ni multivariante con los datos
densitométricos del antebrazo ni a los dos afios de seguimiento, por no disponer de un tamafio muestral
adecuado para obtener resultados estadisticamente significativos.
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OBJETIVO: GENOTIPAR LOS DIFERENTES POLIMORFISMOS DE LOS GENES CANDIDATOS PARA
VALORAR SU POSIBLE RELACION CON LA PRESENCIA DE HIPERPARATIROIDISMO PRIMARIO, SU
ASOCIACION CON LA DENSIDAD MINERAL OSEA EN EL MOMENTO DEL DIAGNOSTICO Y SU
INFLUENCIA SOBRE LA EVOLUCION DE LA MASA OSEA TRAS PARATIROIDECTOMIA.

2,a -. Resultado del genotipado de los polimorfismos genéticos estudiados:

De las 159 pacientes incluidas en el estudio, se ha obtenido muestra para el estudio genético en 104
casos. Se ha realizado una prueba de Levenne de calidad de varianzas que no muestra diferencias
significativas entre la poblacidn de la que se dispone de muestra para genética y la poblacién perdida
(ANEXO 3 —Tabla2).

La frecuencia del alelo minoritario (MAF) de la cohorte presentada y de la poblacion control, el equilibrio
de Hardy-Weinberg y la eficiencia del genotipado en los polimorfismos seleccionados se describen en la
Tabla 8.

Tabla 8: Genotipado de los polimorfismos seleccionados

Gen SNP Alelos R/A MAF MAF p-valor HWE Eficiencia de
cohorte poblacion genotipado
HPTP control
VDR rs7975232 A/C 0,47(C) 0,40 (C) 0,113 100%
rs11568820 c/T 0,27(T) 0,22 (T) 0,642 100%
rs3847987 c/A 0,13(A) 0,12 (A) 0,188 100%
PTHR rs4683301 A/T 0,42(A) 0,35 (A) 0,870 99%
rs724449 c/T 0,42(C) 0,37 (C) 0,870 100%
rs2242116 A/G 0,40(A) 0,36 (A) 0,750 99%
CaSR rs1042636 A/G 0,03(G) 0,07 (G) 0,797 100%
rs1801725 G/T 0,18(T) 0,13 (T) 0,148 99%
ESR1 rs2504063 A/G 0,41(A) 0,39 (A) 0,813 100%
CYP27B1 rs4646536 A/G 0,27(G) 0,33 (G) 0,102 98,1%
oPG rs1032128 G/A 0,23(A) 0,26 (A) 0,466 99%
RANK rs884205 A/C 0,21(A) 0,25 (A) 0,823 100%
RANKL rs9594738 Cc/T 0,44(T) 0,46 (T) 0,895 100%

R (Alelo de referencia)/A (Alelo alternativo); MAF (am) Frecuencia del alelo menor; HWE Equilibrio de Hardy-Weinberg.

2,b-. Estudio de asociacidn entre los diferentes polimorfismos estudiados y el hiperparatiroidismo
primario:

Se ha realizado un estudio de asociacidn para comparar la prevalencia de los alelos y genotipos de cada
uno de los polimorfismos estudiados entre las pacientes con HPTP y la poblacién control, con la finalidad
de asociar la presencia de un determinado alelo y/o genotipo con la enfermedad.
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Las prevalencias genotipicas y alélicas de los diferentes polimorfismos estudiados se muestran en la
tabla 9. Asi mismo, se muestran las diferencias entre la poblacién estudiada (mujeres postmenopdusicas
afectas de HPTP) y la poblacidn control.

Se han encontrado dos polimorfismos asociados con el HPTP: el polimorfismo rs7975232 del gen VDR vy
el rs1042636 del gen CaSR. El genotipo A/C para el polimorfismo rs7975232 del gen VDR y el genotipo
A/A para el polimorfismo rs1042636 del gen CaSR son mas frecuentes en pacientes con HPTP que en la
poblaciéon control (0,022 y 0,048 respectivamente). Sin embargo, estas diferencias no son
estadisticamente significativas si se corrigen los resultados por el método de Bonferroni (p>0,004).

Por otro lado, los analisis de las frecuencias alélicas entre poblaciones no han mostrado diferencias
estadisticamente significativas, aunque el alelo A del polimorfismo rs1042636 del gen CaSR tiende a ser
mas frecuente en las pacientes con HPTP (p=0,054).

Tabla 9: Frecuencias genotipicas y alélicas de los diferentes polimorfismos estudiados

Gen SNP Frecuencia Frecuencia p Frecuencia Frecuencia p
genotipica genotipica alélica alélica
poblacional* poblacional*
VDR rs7975232 A/A  252% 40,4% 0,022 A 59,6% NS
A/C  57,3% 38,4% 53,4% 40,4%
c/C 17,5% 21,2% ¢
46,6%
rs11568820 T/T 6,8% 5,1% NS T 22,2% NS
T/C  40,8% 34,3% 27,2% 77,8%
C/C 52,4% 60,1% C
72,8%
rs3847987 A/A 1% 3% NS A 11,6% NS
A/C  23,3% 17,2% 12,6% 88,4%
C/C  75,7% 79,8% C
87,4%
PTHR rs4683301 T/T 33,3% 42,4% NS T 65,2% NS
T/A 49% 49,5% 57,8% 34,8%
A/A  17,7% 10,1% A
42,2%
rs724449 T/T 33% 43,4% NS T 62,6% NS
T/C  49,5% 38,4% 57,8% 37,4%
Cc/C 17,5% 18,2% C
42,2%
rs2242116 A/A 15,7% 16,2% NS A 36,4% NS
A/G 49% 40,4% 40,2% 63,6%
G/G 353% 43,4% G
59,8%
CaSR rs1042636 A/A  94,1% 85,8% | 0,048 | A 92,9% 0,054
A/G 5,8% 14,2% 97,2% 7,1%
G
2,9%
rs1801725 T/T 1% 1% NS T 13,1% NS
T/G  33,3% 24,3% 17,6% 86,9%
G/G 65,7% 74,7% G
82,4%
ESR1 rs2504063 A/A  16,5% 16,1% NS A 39,4% NS
A/G  49,5% 46,5% 41,3% 60,6%
G/G 34% 37,4% G
58,7%
CYP27B1 rs4646536 A/A  46,1% 42,4% NS A 67,2% NS
A/G 50% 49,5% 73,3% 32,8%
G/G  3,9% 8,1% G
26,7%
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OPG rs1032128 A/A 4% 7,1% NS A 26,3% NS

A/G 38% 38,4% 23% 73,7%
G/G 58% 54,5% G
77%
RANK rs884205 A/A 5% 5% NS A 24,8% NS
A/C 33% 38,4% 21,4% 75,8%
c/c 62% 56,6% C
78,6%
RANKL rs9594738 T/T 19,5% 19,2% NS T 45,5% NS
T/C  48,5% 52,5% 43,7% 54,5%
c/c 32% 28,3% C
56,3%

*Como poblacidn control se ha utilizado la poblacién CEU (Residentes del estado de Utah con antepasados europeos) de la base
de datos del proyecto “1000 genomes”

2,c-, Estudio de asociacidn entre los diferentes polimorfismos estudiados y la DMO en el momento del
diagndstico:

Para valorar la relacion entre los diferentes polimorfismos estudiados y la DMO en el momento del
diagndstico de HPTP, se ha realizado un analisis de la varianza mediante tres modelos de herencia: el
modelo aditivo, el modelo dominante (tomando el alelo de referencia como alelo dominante) y el
modelo recesivo (tomando el alelo de referencia como alelo recesivo).

A nivel de columna lumbar, se han encontrado dos polimorfismos relacionados con la DMO basal (Tabla
10). Estos polimorfismos son el rs9594738 del gen RANKL y el rs1032128 del gen OPG. En el modelo
recesivo, se ha relacionado el alelo C del rs9594738 del gen RANKL vy el alelo G del rs1032128 del gen
OPG con una mayor DMO a nivel de columna lumbar en el momento del diagnéstico (p=0,029 y p=0,020
respectivamente). Sin embargo, si estos resultados se corrigen por el método de Bonferroni, la p
obtenida no es suficiente para alcanzar la significacion estadistica.

Tabla 10: Polimorfismos y DMO basal en columna lumbar

Gen SNP Genotipo DMO basal p Modelo p Modelo p
Dominante Recesivo
VDR rs7975232 A/A 0,850+0,158 NS A/A+A/C NS A/A NS
A/C 0,800+0,136 c/c A/C+C/C
c/C 0,835+0,143
rs11568820 | T/T 0,848+0,079 NS T/T+T/C NS T/T NS
T/C 0,812+0,136 c/C T/C+C/C
c/C 0,822+0,155
rs3847987 A/A 0,802 NS A/A+A/C NS A/A NS
A/C 0,870+0,179 c/C A/C+C/C
c/C 0,803+0,129
PTHR rs4683301 T/T 0,808+0,143 NS T/T+T/A NS T/T NS
T/A 0,819+0,155 A/A T/A+A/A
A/A 0,841+0,114
rs724449 T/T 0,808+0,143 NS T/T+T/C NS T/T NS
T/C 0,819+0,155 c/C T/C+C/C
c/C 0,841+0,114
rs2242116 | A/A 0,830+0,109 NS A/A+A/G NS A/A NS
A/G 0,824+,0156 G/G A/G+G/G
G/G 0,809+0,141
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CaSR rs1042636 A/A 0,819+0,149 NS

A/G 0,824+0,086
rs1801725 T/T 0,920 NS T/T+T/G NS T/T NS

T/G 0,812+0,132 G/G T/G+G/G
G/G 0,823+0,150

ESR1 rs2504063 A/A 0,831+0,154 NS A/A+A/G NS A/A NS
A/G 0,803+0,141 G/G A/G+G/G
G/G 0,837+0,144

CYP27B1 | rs4646536 A/A 0,828+0,137 NS A/A+A/G NS A/A NS
A/G 0,812+0,153 G/G A/G+G/G
G/G 0,821+0,082

OPG rs1032128 A/A 0,604+0,150 0,054 A/A+A/G NS A/A 0,020
A/G 0,836+0,141 G/G A/G+G/G
G/G 0,820+0,138

RANK rs884205 A/A 0,842+0,154 NS A/A+A/C NS A/A NS
A/C 0,833+0,135 c/C A/C+C/C
c/c 0,811+0,149

RANKL rs9594738 T/T 0,755%0,154 0,053 T/T+T/C NS T/T 0,029
T/C 0,851+0,137 c/c T/C+C/C
c/c 0,809+0,135

Los andlisis realizados a nivel de cuello femoral, cadera total, zona ultradistal del radio y 1/3 proximal
del extremo distal del radio; no han mostrado ninguna relacion estadisticamente significativa entre los
diferentes polimorfismos estudiados y la masa ésea en el momento del diagndstico.

2.d-. Estudio de asociacidon entre los diferentes polimorfismos estudiados y el cambio de DMO post

paratiroidectomia:

Se ha realizado un andlisis de la varianza para valorar la relacién entre los diferentes polimorfismos
estudiados y el cambio relativo de DMO tras la PTx, en las cinco localizaciones de las que disponemos de
medidas densitométricas. Estos calculos se han realizado teniendo en cuenta modelos aditivos,
dominantes y recesivos.

Se ha encontrado relacion entre el polimorfismo rs4646536 del gen CYP27B1 y el cambio de la masa
Osea tras PTx en cadera total (p=0,023). En el modelo recesivo, la presencia del alelo G se asocia a una
mayor recuperacién de la masa 6sea a nivel de cadera total (p=0,006). Estos resultados, tras ser
sometidos al factor de correccion de Bonferroni, rozan la significacidn estadistica (Tabla 11).

Tabla 11: Polimorfismos y cambio de DMO post PTx en cadera total

Gen SNP Genotipo A DMO p Modelo p Modelo p
relativa Dominante Recesivo
VDR rs7975232 A/A 0,041+0,012 NS A/A+A/C NS A/A NS
A/C 0,031+0,005 c/c A/C+C/C
c/C 0,034+0,012
rs11568820 | T/T 0,041+0,015 NS T/T+T/C NS T/T NS
T/C 0,030+0,007 c/C T/C+C/C
c/C 0,036+0,007
rs3847987 | A/A 0,016 NS A/A+A/C NS A/A NS
A/C 0,037+0,012 c/C A/C+C/C
c/C 0,033+0,005
PTHR rs4683301 T/T 0,040+0,009 NS T/T+T/A NS T/T NS
T/A 0,033+0,007 A/A T/A+A/A
A/A 0,029+0,011
rs724449 T/T 0,040+0,009 NS T/T+T/C NS T/T NS
T/C 0,032+0,007 c/C T/C+C/C
c/C 0,029+0,011
rs2242116 | A/A 0,030+0,012 NS A/A+A/G NS A/A NS
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A/G 0,033+0,007 G/G A/G+G/G

G/G 0,037+0,009

CaSR rs1042636 A/A 0,034+0,005 NS
A/G 0,035+0,014

rs1801725 T/T 0,001 NS T/T+T/G NS T/T NS

T/G 0,035+0,010 G/G T/G+G/G
G/G 0,033+0,005

ESR1 rs2504063 A/A 0,023+0,010 0,136 A/A+A/G 0,063 A/A NS
A/G 0,028+0,007 G/G A/G+G/G
G/G 0,047+0,009

CYP27B1 | rs4646536 A/A 0,025+0,007 0,023 A/A+A/G NS A/A 0,006
A/G 0,042+0,007 G/G A/G+G/G
G/G 0,043+0,028

OPG rs1032128 A/A 0,009+0,016 NS A/A+A/G NS A/A NS
A/G 0,043+0,007 G/G A/G+G/G
G/G 0,030+0,007

RANK rs884205 A/A 0,001+0,025 NS A/A+A/C NS A/A NS
A/C 0,047+0,009 c/c A/C+C/C
c/c 0,030+0,006

RANKL rs9594738 T/T 0,024+0,009 NS T/T+T/C NS T/T NS
T/C 0,033+0,007 c/c T/C+C/C
c/c 0,042+0,009

Si se tienen en cuenta las concentraciones de 25-OH VitD y de 1,25-OH, VitD asociadas al alelo G del
polimorfismo rs4646536 del gen CYP27B1, en un modelo de analisis recesivo; se observa que las pacientes
con dicho alelo tienen una concentracién menor de 25-OH VitD (20,21 ng/ml vs 21,12 ng/ml) y una
concentracién mayor de 1,25-OH, VitD (61,84 pg/ml vs 55,03 pg/ml) que las pacientes con alelo A en el
momento del diagndstico. Sin embargo, estas diferencias no son estadisticamente significativas.

Asi mismo, la presencia del alelo A en el modelo dominante para el polimorfismo rs2504063 del gen del
ESR1 ha rozado la significacion estadistica (p=0,063); relacionandose con una menor recuperacion de la
masa ésea a nivel de cadera total (Tabla 11).

No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas entre los polimorfismos estudiados y el
cambio de DMO tras PTx en columna lumbar, cuello femoral, zona ultradistal y tercio proximal del radio.

Sin embargo, los resultados del analisis del SNP rs9594738 del gen del RANKL merecen una atencidn
especial. A pesar de que este polimorfismo no se ha relacionado de forma estadisticamente significativa
con el cambio de DMO tras la PTx en ninguno de los modelos analizados, si que se ha encontrado una
tendencia a la significacidn a nivel de cuello femoral y zona ultradistal del radio. La presencia del alelo T
para el modelo dominante se asocia a una menor recuperacion de masa ésea a nivel de cuello femoral
(p=0,073) y la presencia del alelo C en el modelo recesivo se asocia a una mayor recuperacion de la DMO
a nivel de la zona ultradistal del radio (p=0,051).

Tabla 12: Relacidon entre los diferentes genotipos del SNP rs9594738 del gen del RANKL y el cambio de DMO
tras PTx en todas las localizaciones estudiadas,

Localizaciéon Genotipo A DMO p Modelo p Modelo p
densitométrica relativa Dominante Recesivo
Columna T/T 0,039+0,019 NS T/T+T/C NS T/T NS
Lumbar T/C 0,034+0,006 c/C T/C+C/C
c/c 0,038+0,011
Cuello Femoral | T/T 0,027+0,016 0,194 T/T+T/C 0,073 T/T NS
T/C 0,031+0,008 c/C T/C+C/C
c/c 0,059+0,013
Cadera Total T/T 0,024+0,009 NS T/T+T/C NS T/T NS
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Zona
ultradistal

1/3 Proximal
del extremo
distal del radio

T/C
c/c
T/T
T/C
c/c
T/T
T/C
c/c

0,033:0,007 c/c
0,042:+0,009

0,009:0,017 0,081 T/T+T/C
0,024+0,012 c/c
0,045+0,013

0,007£0,016 NS T/T+T/C
-0,006+0,014 c/c
-0,006+0,007

0,076

NS

T/C+C/C

T/T
T/C+C/C

T/T
T/C+C/C

0,051

NS

70



DISCUSION



72



DISCUSION:

OBJETIVO: CARACTERIZACION DEMOGRAFICA, DENSITOMETRICA Y ANALITICA DE LAS PACIENTES CON
HPTP PARA VALORAR LA POSIBLE RELACION DE DIFERENTES VARIABLES CON LA EVOLUCION DE LA
MASA OSEA TRAS PARATIROIDECTOMIA.

1.a-. Caracteristicas demogréficas:

Los efectos de la PTH sobre el hueso son complejos y paraddjicos, ya que ésta puede tener un efecto
catabdlico y/o anabdlico en funcién del modo de exposicidn. Mientras que la exposicion continua induce
una pérdida de masa 6sea predominantemente a nivel de hueso cortical, la administracidn intermitente
aumenta la masa 6sea trabecular [Neer y col, 2001; Mosekilde L, 2008].

El HPTP es una enfermedad endocrinoldgica que afecta a multiples érganos, entre los que destaca el
hueso y el rifién. Una de sus manifestaciones clasicas es la osteitis fibrosa quistica; donde el exceso de
PTH produce una destruccion ésea a nivel del hueso cortical (predominantemente en huesos largos y
mandibula) que se evidencia a nivel radioldgico mediante quistes éseos verdaderos y/o tumores pardos.
Actualmente esta forma de presentacién es muy poco frecuente, ya que la gran mayoria de pacientes se
encuentran asintomaticos y el diagndstico se establece tras hallarse de forma casual una hipercalcemia
en analiticas de rutinas. En estos casos la afectacién dsea predominante es una disminucién en la DMO
evidenciada a través del estudio densitométrico.

El HPTP afecta mayoritariamente a mujeres (ratio hombre:mujer 3:7) y su incidencia aumenta
claramente con la edad [Wermers y col, 2006; Yeh y col, 2013, Silverberg y col, 2014]. Esta caracteristica
demografica coincide con el pico de incidencia de otra enfermedad, la osteoporosis. Es decir, el
subgrupo de poblacion mas afectado por el HPTP y por la Osteoporosis son las mujeres
postmenopausicas.

El estudio presentado analiza la evolucion de la masa désea tras PTx en pacientes con HPTP. El hecho de
incluir s6lo mujeres postmenopdusicas elimina directamente uno de los sesgos mds importantes a la
hora de interpretar los resultados: la influencia estrogénica en la DMO basal y en su cambio tras el
tratamiento quirurgico. Asi mismo, excluir a aquellas pacientes que padezcan alguna enfermedad
relacionada con el metabolismo osteo-mineral o que hayan recibido tratamiento con antiresortivos y/u
corticoides; convierte nuestra muestra en la cohorte mas homogénea, publicada hasta el momento, de
pacientes con HPTP sometidas a tratamiento quirurgico.

1.b-. Caracteristicas densitométricas y analiticas en el momento del diagndstico

Clasicamente el estudio densitométrico se ha centrado en la medicién de la DMO a nivel de columna
lumbar y cadera. Dado que el HPTP afecta predominantemente al hueso cortical, desde hace unos afios
se ha afiadido al estudio densitométrico la medicién de la DMO a nivel del antebrazo con el objetivo de
mejorar la indicacidn quirurgica de estos enfermos [Wood y col, 2012]. Dada la estructura y el tipo de
hueso, lo esperable es observar una mayor pérdida de masa 6sea a nivel del radio (hueso cortical), una
pérdida intermedia a nivel de cadera (hueso cortical y trabecular) y una pérdida mucho menor en
vértebras (hueso mayoritariamente trabecular) [Silverberg y col, 1989].

Los resultados de la densitometria basal realizada a las pacientes con HPTP (densitometria en el
momento del diagndstico) muestran una prevalencia de osteoporosis del 47,1% a nivel del tercio
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proximal de la zona distal del radio, del 43,3% a nivel de columna lumbar y del 26,1% a nivel de cuello
femoral (Figura 15). El estudio de Bandeira y col. realizado en 2009, muestra una mayor prevalencia de
osteoporosis a nivel del antebrazo (71% de los pacientes asintomaticos) respecto a la prevalencia de
osteoporosis en columna lumbar y cuello femoral (48% y 20% respectivamente). Comparativamente, en
nuestra serie destaca una prevalencia mas baja de osteoporosis a nivel de antebrazo; aunque ésta sigue
siendo la localizacién de mayor afectacidon dsea si tenemos en cuenta la presencia de osteopenia y
osteoporosis (90% a nivel de zona ultradistal del radio y 82,2% a nivel del tercio proximal del extremo
distal del radio).

Lo que muestran y confirman claramente los valores obtenidos en la DEXA basal es que la prevalencia de
osteoporosis en estas pacientes es mucho mayor que en la poblacion general [Diaz-Curiel y col, 1997;
Diaz-Curiel y col, 2001]. Si se compara la prevalencia de osteoporosis entre la poblacion general y las
pacientes con HPTP, se observa que estas Ultimas doblan la prevalencia de osteoporosis a nivel de CLy
la cuadriplican a nivel de CF (ANEXO 4 — Figura 1), cosa que ratifica la mayor afectacion del hueso
cortical en esta enfermedad.

Son muchos los estudios que han asociado la deficiencia de vitamina D con la presencia de un HPTP mas
severo en forma de mayores niveles de PTH, calcemias mas elevadas, mayores adenomas y/o una masa
6sea mas disminuida [Rao y col, 2000; Moosgaard y col, 2005; Ozbey y col, 2006; Silberverg SJ, 2007;
Moosgaard y col, 2008; Mosekilde L, 2008; Jayasena y col, 2013; Tassone y col, 2013]. El 84,51% de las
pacientes incluidas en nuestro estudio presentan unos niveles de 25-OH VitD por debajo de los 30ng/ml.
Esta es una prevalencia de hipovitaminosis mucho mayor que la descrita en la poblacidn general, que
segun la bibliografia oscila entre el 62% y el 76% [Gonzdlez-Padilla y col 2011; Cutillas-Marco y col, 2012;
Quesada-Gémez y col, 2013].

Si se utilizan los criterios propuestos por Lips para definir los estadios de insuficiencia de Vitamina D de
nuestra poblacidn [Lips y col, 2001]; el 61,3% de las pacientes presentan una deficiencia leve de 25-OH-
VitD (valores < 50nmol/L), el 25,4% una deficiencia moderada (valores < 25nmol/L) y el 2,1% una
deficiencia severa (valores < 12.5nmol/L). Estos resultados son similares a los obtenidos por Silverberg,
Yamashita y Saliba; que encontraron unos niveles de 25-OH VitD inferiores a 50nmol/L en el 53%, 68% y
59,6% de los pacientes afectos de HPTP respectivamente [Silverberg y col, 1999; Yamashita y col, 2002;
Saliba y col, 2012]. Sin embargo, son los trabajos de Moosgaard y Boudou los que muestran una
prevalencia mdas elevada de deficiencia de vitamina D en pacientes con HPTP (81% y 90%
respectivamente) [Moosgaard y col, 2005; Boudou y col, 2006]. Este aumento de prevalencia podria
justificarse por la localizacion geografica de la poblacion estudiada (Dinamarca y Norte de Francia). Sin
embargo, el trabajo realizado por Nordenstrdm con poblacién sueca, mostré que solo el 39% de los
pacientes con HPTP presentaban unos niveles de 25-OH VitD por debajo de 50nmol/L [Nordenstrom y
col, 2004]. Estos estudios ponen de relieve que, ademas de la exposicion a la luz solar, hay otros factores
determinantes en el metabolismo de la vitamina D tales como la pigmentacién de la piel, el uso de
cremas solares, la dieta, las politicas de suplementacion, etc [Nordenstrom y col, 2013; Tassone y col,
2013].

En la actualidad, la razén por la cual los pacientes con HPTP presentan unos niveles mas bajos de 25-OH
VitD que la poblacion general, presenta todavia varios interrogantes. Se sabe que el exceso de PTH
estimula la 1a-hidroxilasa renal y conduce a un aumento en el metabolismo renal de 25-OH VitD, dando
como resultado un aumento de los niveles de 1,25-OH, VitD y a una reduccién de los niveles de la 25-OH
VitD. Sin embargo, teniendo en cuenta la diferencia en la relacidn molar entre ambas concentraciones
plasmaticas (25-OH VitD/1,25-OH, VitD: 1000/1) y sus vidas medias, es dificil justificar la hipovitaminosis
D con este Unico factor [Moosgaard y col, 2005]. Asi mismo; en presencia de niveles elevados de 1,25-
OH, VitD se produce un incremento de la expresion del gen 24-hidroxilasa en los tejidos diana de la
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vitamina D que conduce a un incremento en la degradacién de la 25-OH VitD y la 1,25-OH, VitD [Omdahl
y col, 2002; Zierold y col, 2003].

La hipercalcemia, el aumento de PTH vy los niveles elevados de 1,25-OH, VitD presentes en el HPTP,
pueden inhibir la produccién cutanea de colecalciferol y disminuir la produccién hepatica de 25-OH VitD
[Mosekilde y col, 1989]. Ademas, un déficit de Vitamina D mantenido puede dar lugar a un
hiperparatiroidismo secundario [Sultan y col, 1989; Rao y col, 2000]. Todo ello hace pensar que el
aumento de hipovitaminosis D presente en el HPTP puede estar relacionada con un desequilibrio en la
autorregulacion del eje PTH - Vitamina D.

1.c-. Evolucion de las variables densitométricas tras intervencidn quirurgica:

Desde el 2002, la presencia de osteoporosis en cualquier localizacion es considerada un criterio de
indicacion quirdrgica para aquellos pacientes asintomaticos afectos de HPTP (tabla 3). El diagndstico de
osteoporosis se realiza mediante criterios densitométricos (DMO por debajo de -2,5 desviaciones
estandar de la media juvenil (T-score < 2,5) en cualquier localizacién) y/o criterios clinicos (presencia de
fractura patoldgica).

Son multiples los estudios que han demostrado una mejoria de la DMO tras la realizacién de una
paratiroidectomia [Silverberg y col, 1999; Nakora y col, 2000; Rao y col, 2004; Nordesntrém y col, 2004;
Sitges-Serra y col, 2004; Nomura y col, 2004; Almqvist y col, 2004; Hagstrom y col, 2006; Ambrogini y
col, 2007; Bollerslev y col, 2007; Tamura y col, 2007; Lumachi y col, 2007; Moosgaard y col, 2008; Rubin
y col, 2008, Sitges-Serra y col, 2010; Spivacow y col, 2010; kerschan-Schindl y col, 2012; Hansen y col,
2012; Keutgen y col, 2012; Alonso y col, 2012; Koumakis y col, 2013; Rolighed y col, 2013; Noresntedt y
col, 2014; Quiriny y col, 2014]. Sin embargo, no todos los estudios han mostrado esta mejoria en todas
las localizaciones analizadas. La localizacidn cuyo estudio ha dado lugar a mayores discrepancias en los
trabajos publicados hasta el momento ha sido, sin duda, el antebrazo (ANEXO 5 — Tabla 1).

Existen dos factores intrinsecos en estos estudios que dificultan la interpretacién y la generalizacién de
sus resultados. El primero es la caracterizacidon de la poblacidn estudiada; se trata de estudios que
analizan poblaciones pequefias y muy heterogéneas. El segundo es la variable que se utiliza para
estudiar la evolucidn de la DMO tras la intervencidn quirdrgica; unos utilizan la T-score, otros la Z-score,
otros utilizan el valor absoluto de la DMO en forma de g/cm2 y otros analizan el porcentaje de
recuperacion de masa ésea respecto la DMO basal (ANEXO 5 — Tabla 1).

Una de las fortalezas de nuestro estudio ha sido la inclusidon solamente de mujeres postmenopausicas.
De este modo, se ha intentado homogeneizar la muestra y suprimir posibles sesgos hormonales. La
segunda, es la utilizacion de los valores absolutos de DMO (g/cmz) para la realizacion de todos los
calculos estadisticos; ya que es ampliamente reconocido que esto disminuye posibles errores en la
interpretacion de los resultados.

Nuestro trabajo muestra un aumento significativo de la DMO tras la cirugia en CL, CF, CT y zona
ultradistal del radio (p<0,001 en todas las localizaciones). Este aumento se observa al afio de la cirugia 'y
se mantiene a los dos afios de seguimiento. Sin embargo, los resultados del estudio del tercio proximal
del extremo distal del radio no muestran cambios significativos.

Son multiples los estudios que han demostrado una mejoria de la DMO tras la cirugia (ANEXO 5 — Tabla
1), con alto nivel de coincidencia en la zona lumbar (lugar que refleja el hueso trabecular) y un bajo nivel
de acuerdo en fémur y radio (lugar que representa el hueso cortical). La impresiéon general que se
obtiene tras analizar los resultados de estos estudios es que, a pesar de que el hueso cortical es
clasicamente el mas afectado por el HPTP, la recuperacion de la masa dsea después de la PTx se
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produce principalmente en el hueso trabecular. Esta impresidén se ve reforzada con los resultados
obtenidos en nuestro estudio. La localizacidn con mayor prevalencia de osteoporosis es el antebrazo
(45,7% en UD y 47,1% en 1/3 TP), pero al analizar el aumento de la DMO producido tras la PTx, se
produce un aumento significativo en todas las localizaciones excepto en la que presenta un mayor
porcentaje de hueso cortical, que es el 1/3 proximal de |la zona distal del radio [Adami y col, 1998].

En el HPTP el remodelado éseo esta aumentado un 50-60% [Mosekilde L, 2008] y la DMO absoluta de
estos pacientes se encuentra disminuida. Hay dos aspectos basicos del proceso de remodelacion désea
que explican esta situacién. En primer lugar, y teniendo en cuenta que la fase de resorcion del
remodelado éseo es mas rapida que la de formacion y que estas fases son secuenciales, habra mucha
mas superficie de hueso resorbida que todavia no haya iniciado y/o terminado la fase de formacidn, que
superficie remodelada [Eriksen y col, 1986]. En segundo lugar, el hueso nuevo presenta una
mineralizacion mas débil que el hueso resorbido [Roschger y col, 2007]. Estas dos situaciones conducen
a una disminucién reversible de la DMO, ya que una vez disminuye la PTH; la velocidad de remodelado
vuelve a la normalidad, los ciclos de resorcidon-formacion finalizan y lentamente, el hueso recién
formado aumenta su mineralizacién. Estos procesos ocurren tanto en el hueso trabecular como en el
cortical, por lo que justificarian la recuperacion de la DMO tras la cirugia en todas las localizaciones.

En segundo lugar; existen varios estudios que evidencian que el ciclo de remodelado éseo a nivel
cortical es mas largo que a nivel trabecular [Silverberg y col, 1995; Christiansen y col, 1999; Nomura y
col, 2004], y por lo tanto, establecen la idea de que el hueso cortical tarda mas en recuperar la DMO tras
la PTx que el hueso trabecular. De hecho, el estudio mas largo realizado hasta el momento (15 afios de
seguimiento post PTx) y llevado a cabo por Rubin y colaboradores, observé que el aumento de la DMO
a nivel del radio es mas lento y progresivo que a nivel de columna y fémur [Rubin y col, 2008]. Es decir,
se necesitan estudios mas largos para poder valorar correctamente la respuesta del hueso cortical al
tratamiento quirdrgico.

1.d-. Predictores demograficos, analiticos y densitométricos en la recuperacion de la DMO tras PTx

Para valorar la posible influencia de diferentes parametros demograficos, analiticos y densitométricos
en la recuperacion de la DMO tras la PTx se han realizado andlisis de regresidn lineal uni y multivariante.

Los pardmetros demograficos relacionados con el cambio de DMO tras PTx han sido la edad, los afios de
menopausia y el IMC. El andlisis univariante ha demostrado la existencia de una relacién
estadisticamente significativa entre la edad y los afios de menopausia en el momento del diagnéstico,
con la recuperacion de la masa dsea tras PTx a nivel de cadera total. Las mujeres mas jévenes y las que
presentan una menopausia mas tardia han presentado una mayor recuperacién de la DMO tras la
intervencion quirurgica. Son varios los estudios que han demostrado que los pacientes mas jovenes
presentan una mayor recuperacion de masa dsea tras la cirugia [Sitges-Serra y col, 2004; Hagstrom y col,
2006; Sitges-Serra y col, 2010; Dy y col, 2012; Rolighed y col, 2013; Sharma y col, 2014]; y de hecho, una
edad de diagnodstico temprana (< 50 afios) es un criterio de indicacion quirdrgica para los pacientes
afectos de HPTP (Tabla 3).

La Unica referencia en la literatura sobre la menopausia y la evolucidn de la DMO tras PTx en pacientes
con HPTP es el trabajo realizado por Lumachi en 2007. Este estudio compard la evolucion de la DMO tras
la PTx entre pacientes pre y postmenopdusicas. Al afio de la cirugia, la DMO en columna lumbar mejoré
de forma significativa sélo en el grupo de pacientes premenopausicas [Lumachi y col, 2007]. A pesar de
que estos resultados apoyarian nuestros hallazgos, se tiene que reconocer que se trata de un estudio
limitado por el pequefio tamafo de la muestra (12 pacientes premenopausicas y 36 postmenopdausicas)
y la presencia de posibles sesgos tales como el estado estrogénico/hormonal y la edad.
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El otro pardmetro demografico con un papel importante en la recuperacién de la DMO tras la cirugia es
el IMC. Este ha sido, en el andlisis multivariante realizado, el Gnico parametro demogréfico relacionado
con la recuperacion de la DMO tras la cirugia. Un mayor IMC en el momento del diagndstico se asocia a
una mayor recuperacién de DMO tras la PTx a nivel de cuello femoral, tendiendo a la significacion en el
resto de localizaciones estudiadas. El IMC es un factor de riesgo reconocido para la presencia de
osteoporosis; un IMC bajo aumenta el riesgo de presentar osteoporosis y también el riesgo de fractura
[De Laet y col, 2005]. Moosgaard y colaboradores demostraron en 2008, que la presencia de un IMC
bajo se asociaba a una menor DMO a nivel de CL, CFy 1/3 PR en el momento del diagnédstico; aunque no
estudiaron su relacion con el cambio de DMO tras la PTx [Moosgaard y col, 2008]. Si tenemos en cuenta
nuestros resultados y los obtenidos por Moosgaard, se puede concluir que las pacientes con un IMC
mas bajo presentan una DMO basal mas baja y una peor recuperacion de la misma tras el tratamiento
quirdrgico.

A nivel densitométrico, una DMO baja en el momento del diagndstico se ha relacionado con un mayor
incremento de masa 0sea tras la cirugia a nivel de cuello femoral y cadera total, con tendencia a la
significacion estadistica a nivel de columna lumbar. Son multiples los trabajos publicados que relacionan
una mayor afectacion 6sea en el momento del diagndstico (ya sea en forma de DMO disminuida,
fracturas patoldgicas previas y/o T-score bajo) con un mayor recuperacién de la DMO tras la cirugia
[Nakaoka y col, 2000; Sitges-Serra y col, 2004; Almqvist y col, 2004; Dy y col, 2012; Sharma y col, 2014].

Los parametros analiticos relacionados con el cambio de DMO tras la PTx han sido la PTH basal, su
disminucion tras la PTx, la 1,25-OH, VitD basal y la 25-OH VitD al afio de la cirugia. Los niveles elevados
de PTH en el momento del diagndstico se han relacionado con una mayor recuperacién de DMO tras la
cirugia en todas las localizaciones estudiadas. Asi mismo, una mayor disminucién de PTH tras la cirugia
se ha asociado, de forma estadisticamente significativa, a una mayor recuperacién de masa dsea nivel
de columna lumbar, cuello femoral y cadera total; tanto en el analisis de regresién lineal univariante
como en el multivariante. Son muchos los estudios que han correlacionado la presencia de una PTH
elevada en el momento del diagndstico con una afectacion ésea mas severa [Sitges-Serra y col, 2004;
Rolighed y col, 2013], asi como con un mayor aumento de la DMO tras la cirugia [Nakaora y col, 2000;
Nomura y col, 2004; Moosgaard y col, 2008; Sitges-Serra y col, 2010, Dy y col, 2012; Norenstedt y col,
20014]. El Unico estudio hasta el momento que ha asociado el descenso de la PTH tras la cirugia con el
aumento de DMO ha sido el realizado por Almqvist en 2004. En dicho estudio no se encontro relacién
entre la PTH basal y la DMO en el momento del diagndstico, pero si asocié de forma significativa el
descenso de la PTH postPTx con el aumento de DMO a nivel columna lumbar [Almqvist y col, 2004].

Los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren que aquellas mujeres con un HPTP mas severo
(mayor PTH basal, mayor disminucién de PTH tras PTx y menor DMO basal) presentan una mayor
recuperacién de DMO tras la cirugia. Esta conclusion es reafirmada por la bibliografia publicada hasta el
momento.

En cuanto a los metabolitos de la vitamina D, a nivel de cadera total se ha evidenciado una relacion
estadisticamente significativa entre una 1,25-OH, VitD basal elevada y un mayor incremento de la DMO
tras la PTx. Asi mismo, unos mayores niveles de 25-OH VitD al afio de la cirugia se han correlacionado
con una mayor recuperacién de masa dsea en cuello femoral.

Esta asociacion entre la 1,25-OH, VitD y el cambio de DMO tras la cirugia ya fue descrita por
Nordenstrom en 2004. Dicho estudio relacioné los niveles elevados de 1,25-OH, VitD basal con un
mayor aumento de DMO a nivel de cadera total [Nordenstrom y col, 2004]. Sin embargo, el estudio que
muestra mejor la asociacion entre los diferentes metabolitos de la vitamina D y la afectacién dsea del
HPTP es el llevado a cabo por Moosgaard en 2008. En este estudio se relacioné unos niveles elevados de
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25-OH VitD en el momento del diagndstico con una mejor DMO basal en cuello femoral y antebrazo. Asi
mismo, asocié unos niveles elevados de 1,25-OH, VitD con una DMO disminuida a nivel de columna
lumbar, cuello femoral y antebrazo. En cuanto a la relacion de la Vitamina D y la evolucion de la DMO
tras PTx solo se encontrd una asociacion estadisticamente significativa entre la 1,25-OH, VitD vy el
incremento de DMO a nivel de cuello femoral: a mayor 1,25-OH, VitD en el momento del diagnéstico,
mejor recuperacion de masa ésea a en cuello femoral [Moosgaard y col, 2008]. El Unico estudio que ha
demostrado hasta el momento, una relacién estadisticamente significativa entre los niveles de 25-OH
VitD basales y la recuperacion de masa 6sea tras PTx fue el realizado por Dy en 2012. Este trabajo
relaciond de forma inversamente proporcional los niveles de 25-OH VitD basales con el aumento de
DMO en columna lumbar y cadera toral [Dy y col, 2012]. La concordancia en los resultados obtenidos en
estos estudios pone de manifiesto la importancia que tiene el status de la vitamina D y sus metabolitos
en la afectacién ésea presente en el momento del diagndstico del HPTP, asi como en los cambios de
DMO que se producen tras el tratamiento quirurgico.

La asociacion directamente proporcional entre la 25-OH VitD al afio de la cirugia y la recuperacién de
masa 6sea en cuello femoral, asi como la asociacién inversamente proporcional entre la ingesta diaria
de calcio y el aumento de DMO en cadera total evidenciada en nuestro trabajo; ponen sobre la mesa la
posible utilidad de la correcta suplementacion con calcio y vitamina D en el HPTP.

El meta-andlisis llevado a cabo por Shah en 2013, concluyé que la suplementacién con Vitamina D en
pacientes con HPTP que presentan concomitantemente un déficit de Vitamina D, es segura. El analisis
de los diez trabajos incluidos en el estudio mostrd un aumento significativo de los niveles de 25-OH VitD
y una disminucién significativa de la PTH tras el tratamiento, sin presentar un incremento de la
hipercalcemia y/o hipercalciuria respecto a los valores basales. Sélo un 2,2% de los 227 pacientes
suplementados estudiados presentaron unos niveles de calcio sérico > 12mg/dl y requirieron de la
disminucion y/o suspension de los aportes de Vitamina D. No se reportd ningln caso de crisis
hipercalcémica [Shah y col, 2013]. Las ultimas guias de actuacién establecidas en el cuarto consenso
internacional sobre HPTP realizado en 2014, aconsejan la determinacidn rutinaria de 25-OH VitD en
aquellos pacientes diagnosticados de HPTP asi como su replecién en caso de hipovitaminosis [Eastell y
col, 2014; Marcocci y col, 2014].

En cuanto a la ingesta diaria de calcio recomendada en pacientes con HPTP existe mas controversia. Es
bien conocido que una dieta pobre en calcio estimula la secreciéon de PTH, incrementa la sintesis de
1,25-0OH, VitD y mejora la absorcién intestinal de calcio. Asi mismo, se ha demostrado que dietas ricas
en calcio disminuyen la probabilidad de desarrollar un HPTP [Paik y col, 2012]. En 1997, Locker y
colaboradores llevaron a cabo un estudio observacional con 71 pacientes con HPTP en el que no se
relaciond de forma estadisticamente significativa la ingesta diaria de calcio con los niveles de PTH,
calcemia, fosfatemia, 25-OH VitD, 1,25-OH, VitD, calciuria y DMO a nivel de columna lumbar, cuello
femoral y tercio distal del radio [Locker y col, 1997]. Sin embargo, la cuestidén radica en conocer la
seguridad de la suplementacién con calcio en pacientes con HPTP. El estudio realizado por Jorde y
colaboradores, demostrd que los pacientes con HPTP y baja ingesta de calcio (< 450mg/dia) no sélo no
aumentaban la calcemia ni la calciuria al ser suplementados con 500mg de calcio al dia, sino que
presentaban una disminucidn significativa de PTH y una mejoria de la DMO a nivel de cuello femoral
[Jorde y col, 2002]. A pesar de ello, se trata de un estudio con una muestra pequefia por lo que sus
resultados deben tomarse con cautela.

La asociacién entre la baja ingesta del calcio y el aumento de DMO en cadera total tras PTx hallada en
este estudio, podria justificarse por una mayor afectacién dsea en aquellas mujeres con HPTP y una baja
ingesta de calcio. Una dieta pobre en calcio es un factor de riesgo demostrado y reconocido para el
desarrollo de osteoporosis, recomenddndose una ingesta diaria de 1000-1200mg de calcio como
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prevencién y tratamiento de la osteoporosis [Martin Jimenez y col, 2015; Gonzalez-Macias y col, 2015;
Taiy col, 2015].

Estudios experimentales han demostrado la necesidad de mantener unos correctos niveles de Vitamina
D y unos minimos aportes de calcio para reducir la resorcion e incrementar la masa dsea [Lee y col,
2014]. Considerando todos estos factores, seria razonable suplementar con Vitamina D a aquellas
pacientes con HPTP y niveles de 25-OHVit D < 25 nmol/L asi como asegurar una ingesta de calcio minima
de 1000mg/dia. Sin embargo, no estd claro si esta suplementacion deberia continuarse tras la
paratiroidectomia. El estudio realizado por Norenstedt en 2014 intentd resolver esta cuestion. Se realizo
un estudio randomizado a doble ciego con 150 pacientes afectos de HPTP y que habian sido sometidos
con éxito a una PTx. La mitad de los pacientes fueron suplementados con 1000mg de calcio al dia y la
otra mitad lo fueron con 1000 mg de calcio al dia mas 1600UI de colecalciferol al dia. En ambos grupos
se evidencié un aumento similar de DMO tras la cirugia a nivel de columna lumbar, cuello femoral y
cadera total; sin embargo, sélo el grupo suplementado con VitD presentd un incremento significativo de
DMO a nivel de radio. Si bien no se pudo demostrar un gran beneficio de la suplementacion, tampoco se
evidencié un aumento significativo de la calcemia tras la cirugia ni se describié ningun efecto adverso.
Sin embargo, es evidente que son necesarios mas estudios para poder clarificar los efectos de la
suplementacidn de Vitamina D sobre la masa dsea tras PTx.

1.e-. Limitaciones:

La pérdida del seguimiento de pacientes, sobre todo durante el segundo afo, constituye una limitacion
de este estudio.

De las 159 pacientes incluidas en el estudio, 142 completaron el seguimiento al afio de la PTx. Sin
embargo, solo 92 pacientes completaron los dos afios de seguimiento. Para valorar la magnitud de esta
limitacidon se ha realizado una prueba de Levenne de calidad de varianzas que no ha constatado
diferencias estadisticamente significativas entre las pacientes que han completado el estudio y las
pacientes perdidas. Asi mismo, no se han evidenciado diferencias estadisticamente significativas entre
las variables analiticas y densitométricas al afo y a los dos afios de la intervencidn.

Por otro lado, el presente estudio se ha llevado a cabo entre enero del 1999 y diciembre del 2012. A
mediados del 2006 se tuvo la posibilidad de afiadir al estudio densitométrico la medicién de la DMO a
nivel del antebrazo, técnica que hasta entonces no se encontraba disponible en nuestro centro. Esta
mejora tecnoldgica ha ofrecido la oportunidad de estudiar mejor el hueso cortical en 70 de las pacientes
de la presente cohorte. Sin embargo, este nimero de pacientes no ha permitido realizar analisis de
regresion con suficiente potencia estadistica como para obtener resultados significativos.
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OBIJETIVO: GENOTIPAR LOS DIFERENTES POLIMORFISMOS DE LOS GENES CANDIDATOS PARA
VALORAR SU POSIBLE RELACION CON LA PRESENCIA DE HIPERPARATIROIDISMO PRIMARIO, SU
ASOCIACION CON LA DENSIDAD MINERAL OSEA EN EL MOMENTO DEL DIAGNOSTICO Y SU
INFLUENCIA SOBRE LA EVOLUCION DE LA MASA OSEA TRAS PARATIROIDECTOMIA.

2.a-. Resultado del genotipado de los polimorfismos genéticos estudiados:

Los resultados descritos hasta el momento confirman el dafio dseo que se produce en presencia de un
HPTP. En la actualidad, este dafio 6seo se manifiesta mayoritariamente en forma de osteoporosis y/u
osteopenia. Asi mismo, esta relacion entre el HPTP y la masa dsea se ve corroborada al tratar la
enfermedad mediante una PTx; ya que al eliminar la produccion andmala de PTH se objetiva una
mejora de los parametros densitométricos. Sin embargo, al analizar individualmente cada paciente se
observa que esta mejoria no es homogénea ni comun en todos los casos. El trabajo realizado por Sitges-
Serra en 2010, evidencié que sélo el 46% de las pacientes mostraban un aumento significativo de la
DMO tras la cirugia [Sitges-Serra et al, 2010].

La osteoporosis es una enfermedad compleja, multifactorial y multigénica. Son muchos los factores de
riesgo que intervienen en el desarrollo de la enfermedad y es la combinacién de ellos lo que
determinara la severidad de la misma y la respuesta al tratamiento. Dentro de estos factores de riesgo,
se incluyen variantes genéticas cuya expresion fenotipica dependera de la interaccidn con otros genes,
de factores ambientales y como no, de la presencia de enfermedades concomitantes.

La hipdtesis de este trabajo es que hay diversos factores demograficos, analiticos, densitométricos y
genéticos, que determinan la evolucion de la DMO tras la cirugia en las pacientes afectas de HPTP.

Para estudiar la posible influencia genética en este binomio HPTP-hueso se han seleccionado diferentes
polimorfismos en genes candidatos que participan de algin modo en el metabolismo osteo-mineral o en
la fisiopatologia del HPTP. Los genes candidatos escogidos han sido: el gen del receptor de la vitamina D,
el gen del receptor sensor del calcio, el gen del receptor de la PTH, el gen de la OPG, el gen del RANKL, el
gen del RANK, el gen de la 25-OH VitD 1-alfa hidroxilasa y el gen del receptor estrogénico 1. Todos ellos
han sido relacionados con anterioridad con la osteoporosis, el HPTP y/u otras enfermedades del

metabolismo mineral.

A pesar de que ninguno de los genes candidatos ni de los polimorfismos escogidos para su estudio han
sido seleccionados al azar, los resultados del analisis estadistico realizado han sido corregidos mediante
el método de Bonferroni.

El gen del receptor de la Vitamina D se localiza en el cromosoma 12 y es, a dia de hoy, uno de los genes
relacionado con la osteoporosis y con el HPTP mas estudiados. La principal funcién bioldgica de la
vitamina D es mantener el calcio sérico en el rango de la normalidad. Este objetivo se consigue a través
de dos vias: aumentando la eficiencia de la absorcidn intestinal de calcio y/o aumentado la actividad
osteoclastica del hueso. Estos efectos estan mediados por el receptor de la vitamina D. El VDR se trata
de un receptor nuclear de transcripcion que al unirse a la 1,25-OH, VitD y al RXR promueve una cascada
de interacciones macromoleculares que conduce, en ultimo lugar, a un aumento o disminucién de la
transcripcion de genes seleccionados. Estos genes de respuesta a la Vitamina D incluyen la proteina de
unidn al calcio, el canal del calcio epitelial, la 25-OH VitD-24-hidroxilasa, el RANKL, la fosfatasa alcalina,
el antigeno especifico de prdstata y la PTH, entre otros [Holick y col, 2006].

Existen varios estudios sobre la prevalencia de diferentes polimorfismos del VDR en pacientes con HPTP
[Carling y col, 1995; Carling, Kindmark y col, 1997; Menarguez y col, 1999; Pacheco y col, 2000; Sosa y
col, 2000] y de su asociacién con la DMO en el momento del diagnéstico [Kobayashi y col, 1998;
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Christensen y col, 2013]. Sin embargo, no hay ninguno que asocie algun polimorfismo del VDR con la
recuperacion de la masa dsea tras la cirugia.

El receptor-sensor del Calcio es otro punto clave en la fisiopatologia del HPTP. Este receptor
transmembrana se encuentra predominantemente en las células principales de la glandula paratiroidea
y es capaz de detectar pequenias alteraciones en la concentracién extracelular del calcio. El aumento del
calcio sérico y su union al CaSR provoca la activacién de las fosfolipasa A,, C y D (produciendo un
aumento transitorio del calcio intracelular) e inhibe la adenil ciclasa (provocando una disminucion del
AMP ciclico). Todas estas reacciones intracelulares tienen como finalidad disminuir la secrecion de PTH
para intentar mantener una calcemia adecuada [Brown y col, 2006].

Existen varios estudios que asocian diferentes polimorfismos del gen del CaSR con la presencia de litiasis
renal en pacientes con HPTP [Corbetta y col, 2006; Vezzoli y col, 2015]. También se ha asociado el
polimorfismo rs1042636 (o R990G) del gen del CaSR con la DMO a nivel lumbar [Han y col, 2013] y el
polimorfismo rs1801725 (o A986S) del gen del CaSR con el riesgo de fractura [Eller-Vainicher y col,
2014]; sin embargo no hay estudios que valoren la relacién entre estos polimorfismos y la evolucion de
la DMO tras la PTx.

El receptor de la PTH es otro elemento basico en la fisiopatologia del HPTP, ya que las acciones
bioldgicas de la PTH estan mediadas por esta molécula. El PTHR pertenece a una familia especifica de
receptores acoplados a la proteina G. Cuando la PTH se une al receptor se activa la proteina Gs que
provoca un aumento de la actividad de la adenil ciclasa; el incremento del AMPc secundario aumenta la
actividad de la protein quinasa A. Esta cascada de reacciones da como resultado un aumento de la
expresion del RANKL, del M-CSF (factor estimulante de colonias de macréfagos), asi como una
disminucion de la OPG [Kraenzlin y col, 2011].

Existen varios estudios que han relacionado diferentes polimorfismos del PTHRI con la DMO [Zhang y
col, 2006; Scillitani y col, 2006; Vilarifio-Guell y col, 2007], aunque sélo uno lo hace en pacientes con
HPTP. En el estudio de Kanzawa se relaciond el polimorfismo del nucleétido 1417 del gen del PTHR1
(sustitucion de una citosina por una timina) con la Z-score a nivel de antebrazo. La Z-score a nivel de
antebrazo fue significativamente mayor en los pacientes con el genotipo CT y su mejoria tras la PTx fue
menor [Kanzawa y col, 1999].

El sistema OPG/RANK/RANKL se ha postulado como el elemento clave en el proceso del remodelado
6seo, vya que la gran mayoria de factores reguladores del remodelado actuan aumentado o
disminuyendo la produccion de la OPG y el RANKL. EI RANK es el receptor natural del RANKL y se
encuentra en la superficie celular de los osteoclastos y sus precursores. Una vez unido a su receptor, el
RANKL estimula la diferenciacion y fusion de los preosteoclastos, activa los osteoclastos maduros y evita
su apoptosis. La OPG es una proteina soluble que actia como receptor sefiuelo del RANKL, impide su
unién con el RANK e inhibe asi la diferenciacion y activaciéon de los osteoclastos.

Varios polimorfismos del RANK, RANKL y de la OPG se han asociado a la DMO [Garcia-Unzueta y col,
2008; Yoskovitz y col, 2013; Shang y col, 2013; Tu y col, 2015]; sin embargo, sélo el trabajo de Piedray
colaboradores, ha estudiado la relacién entre diferentes polimorfismos del gen de la OPG y del RANKL
con la DMO en pacientes con HPTP [Piedra y col, 2011]. Este estudio encontrd una asociacion entre el
genotipo GG y una menor DMO a nivel de antebrazo para dos polimorfismos del gen de la OPG: el
rs3102735 (163A/G) y el rs3134070 (245T/G).

La PTH estimula la 1-a hidroxilasa renal, aumentando la metabolizacién de la 25-OH VitD hacia la 1,25-
OH, VitD. Esta ultima es la forma activa de la vitamina D por lo que la 1-a hidroxilasa renal tiene un
papel fundamental en el metabolismo de la Vitamina D, permitiendo llevar a cabo su principal funcion:
mantener el calcio sérico en el rango de la normalidad. Christensen estudié en 2013 la relacion entre el
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polimorfismo rs1087012 del gen CYP27B1 y la DMO en el momento del diagnéstico del HPTP. No se
encontré asociacién entre dicho polimorfismo y DMO en ninguno de los territorios estudiados (columna
lumbar, cuello femoral y radio) [Christensen y col, 2013].

El dltimo gen candidato seleccionado para su estudio ha sido el gen del receptor estrogénico alfa (ESR1).
El déficit estrogénico es un factor de riesgo para la osteoporosis ampliamente reconocido. Son varios los
estudios que asocian diferentes polimorfismos del ESR1 con la DMO [Becherini y col, 2000; van Meurs y
col, 2003; Wang y col, 2007], pero sélo Carling ha estudiado estos polimorfismos en el HPTP [Carling,
Rastad y col, 1997]. En ese trabajo se genotiparon 101 mujeres postmenopausicas afectas de HPTP y se
observé que aquellas pacientes con el genotipo PP para el polimorfismo Pvu Il tenian una menor DMO a
nivel de columna lumbar.

Relacionar alguno de los polimorfismos seleccionados con la presencia o no de la enfermedad nos
permitiria identificar a las pacientes con mayor riesgo de padecer un HPTP. Asi mismo, nos
proporcionaria un nuevo elemento de estudio para ahondar en la fisiopatologia de la enfermedad y en
su evolucion.

Conocer si alguno de estos polimorfismos de genes candidatos tiene relacién con el dafo dseo
provocado por el HPTP, nos permitiria identificar las pacientes con mayor riesgo de padecer
osteoporosis. Asi mismo, saber si alguno de ellos se asocia a una menor recuperacion de la DMO tras la
cirugia, nos permitiria tratar de antemano a estas pacientes “no respondedoras” y por consiguiente,
disminuir el riesgo de fractura.

2.b-. Estudio de asociacién entre los diferentes polimorfismos estudiados y el hiperparatiroidismo
primario:

Para realizar la comparacién de prevalencias de los diferentes alelos y genotipos de los polimorfismos
estudiados se ha utilizado, como poblacién sana de referencia, la poblacion CEU del PROYECTO
GENOMOS 1000. Este proyecto se llevd a cabo entre los afios 2008-2015 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 cred el mayor catalogo publico a nivel mundial de genotipos humanos
de libre acceso [Auton y col, 2015].

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que las pacientes con HPTP tienen una mayor
prevalencia de los genotipos A/C para el polimorfismo rs7975232 del gen VDR (p=0,022) y del genotipo
A/A para el polimorfismo rs1042636 del gen CaSR (p=0,048), con respecto a la poblacidon sana. Sin
embargo, estas diferencias no son estadisticamente significativas si se corrigen los resultados por el
método de Bonferroni. A pesar de ello, el hecho de que exista esta tendencia a la significacion es muy
trascendente, ya que implicaria claramente al gen del VDR y del CaSR en el proceso del HPTP.

Son varios los estudios de asociacién publicados que han relacionado diferentes polimorfismos del
receptor de la Vitamina D con la presencia de HPTP [Carling y col, 1995; Carling, Kindmark y col, 1997;
Kobayashi y col, 1998; Menarguez y col, 1999; Pacheco y col, 2000; Sosa y col, 2000]. Sin embargo, sdélo
el realizado por Carling en 1997 incluye dentro de los polimorfismos estudiados el rs7975232 (Apa 1).
En dicho estudio se observd que los pacientes con HPTP tenian una prevalencia mayor de los alelos baT
para los polimorfismos Bsm 1, Apa 1 y Taql del gen del VDR en comparacién con la poblacién control.
Las prevalencias de los diferentes genotipos para el polimorfismo Apa 1 fue: AA 25% / Aa 36% / aa 39%
en los pacientes con HPTP y AA 27% / Aa 52% / aa 21% en la poblacién control [Carling, Kindmark y col,
1997]. Las prevalencias de los diferentes genotipos obtenidas por Carling difieren ampliamente con las
evidenciadas en este trabajo, tanto a lo que respecta a las pacientes con HPTP como a la poblacién
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control (A/A 25,2%, A/C 57,3%, C/C 17,5% para las pacientes con HPTP y A/A 40,4%, A/C 38,4%, C/C
21,2% en la poblacidn control). La diferencia entre las prevalencias de los diferentes genotipos del
polimorfismo Apa 1, en los pacientes afectos de HPTP, podria justificarse por la heterogenicidad de la
poblacion estudiada por Carling. En dicho estudio se incluyeron 254 pacientes con hiperparatiroidismo:
206 con un HPTP (187 mujeres y 19 hombres), 17 con un hiperparatiroidismo asociado a una neoplasia
endocrina multiple (MEN1) y 37 con un hiperparatiroidismo secundario a insuficiencia renal. De hecho,
la prevalencia en pacientes con HPTP de los diferentes genotipos del polimorfismo Apa 1 del gen VDR
observada en este trabajo es similar la referida por Christensen en 2013 (A/A 18%, A/C 61%, C/C 21%)
[Christensen y col, 2013]. Asi mismo, la diferencia en las prevalencias de los diferentes genotipos en la
poblacidn control podria atribuirse al origen genético de ambas poblaciones, ya que el estudio de
Carling se llevo a cabo en Uppsala, Suecia.

La mayor prevalencia del genotipo A/C para el polimorfismo rs7975232 del gen VDR evidenciada en este
trabajo y en el de Christensen, sugiere que este receptor puede tener un papel substancial en la
fisiopatologia del HPTP.

Otro de los genes candidatos relacionados con el HPTP ampliamente estudiado es el gen del CaSR. Las
prevalencias de genotipos para el polimorfismo rs1042636 del gen del CaSR (R990G) halladas en este
trabajo han sido del 94,1% para el genotipo AA 'y 5,9% para el genotipo AG. No se ha encontrado ningun
paciente homocigoto para el alelo G. Estas prevalencias son similares a las publicadas con anterioridad
por Miedlich (92% AA, 8% AG+GG), Cetani (94,2% AA, 5,8 AG+GG), Scillitani (92% AA, 8% AG+G/G), Eller-
Vainicher (AA 94,2%, 8,3% AG+G/G) y Vezzoli (91,2% AA, 8,8% AG) [Miedlich y col, 2001; Cetani y col,
2002; Scillitani y col, 2007; Eller-Vainicher y col, 2014; Vezzoli y col, 2015]. Tres de estos trabajos
comparaban estas prevalencias con la poblacion control, y a pesar de que en todos ellos la prevalencia
del genotipo AA era mayor en la poblacion con HPTP que en la poblacidon control, ninguno de ellos
alcanzo la significacion estadistica [Miedlich y col, 2001; Cetani y col, 2002; Scillitiani y col, 2007]. El
Unico estudio publicado cuyos resultados difieren con los hallados en este trabajo es el realizado por
Corbetta en 2006; en dicho estudio, la prevalencia del genotipo AA fue del 88,3% en pacientes con HPTP
y del 93% en los pacientes control. Tampoco en este caso las diferencias fueron estadisticamente
significativas [Corbetta y col, 2016].

El meta-analisis publicado recientemente por Wang, ha asociado el polimorfismo rs 1042636 (R990G)
del gen del CaSR con el riesgo de padecer un HPTP [Wang y col, 2015].

Los resultados de prevalencia de nuestro trabajo y los estudios publicados hasta el momento, sugieren
que el gen del CaSR puede tener un papel fundamental en el desarrollo del HPTP.

Es necesaria la realizacién de nuevos estudios, con muestras de mayor tamafo, para profundizar en el
papel de los diferentes polimorfismos del gen VDR y del gen CaSR en el HPTP.

2.c-. Estudio de asociacidén entre los diferentes polimorfismos estudiados y la DMO en el momento del
diagéstico:

Han sido varios los estudios publicados hasta el momento que han correlacionado la densidad mineral
6sea de los pacientes con HPTP con diferentes polimorfismos de genes candidatos relacionados con el
metabolismo osteo-mineral [Carling, Rastad y col, 1997; Kobayashi y col, 1998; kanzawa y col, 1999;
Piedray col, 2011; Christenseny col, 2013; Han y col, 2013].

En el presente trabajo se ha encontrado una asociacion entre la DMO a nivel de columna lumbar y dos
polimorfismos relacionados con el sistema OPG/RANK/RANKL. Los anélisis de varianza realizados
teniendo en cuenta un modelo recesivo, han relacionado el alelo C del polimorfismo rs9594738 del gen
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del RANKL y el alelo G del polimorfismo rs1032128 del gen de la OPG con una mayor DMO basal a nivel
de columna lumbar (p=0,029 y p=0,020 respectivamente). Sin embargo, nuevamente, estas diferencias
no son estadisticamente significativas si se corrigen los resultados por el método de Bonferroni. A pesar
de ello, esta tendencia a la significacion reafirma el papel del sistema OPG/RANK/RANKL en todos
aquellos procesos en los que existe un aumento de la resorcién dsea y en su regulacion génica.

Este trabajo no es el primero que relaciona polimorfismos del gen de la OPG con la DMO de los
pacientes con HPTP. Piedra y colaboradores publicaron en 2011 un trabajo en el que se analizaba la
posible relacién entre diferentes polimorfismos del gen de la OPG (rs3102735, rs3134070 y rs2073618) y
del RANKL (rs2277438) con la DMO y/o la presencia de fracturas en pacientes afectos de HPTP. En dicho
estudio se asocio el alelo G de los polimorfismos rs3102735 y rs3134070 del gen de la OPG con una
menor DMO a nivel de tercio distal del radio [Piedra y col, 2011].

Si se considera la ubicacion de los polimorfismos que Piedra asocid con la DMO (intréon 1 del gen de la
OPG) y el desequilibrio de ligamento de uno de ellos (rs 3134070) con el analizado en nuestro estudio
(rs1032128) (D’ 0,999987/r 0,165454), es razonable pensar que estamos delante de un bloque
haplotipico con potencial influencia en el desarrollo de osteoporosis en pacientes con HPTP. En este
sentido, es necesaria la realizacién de nuevos estudios, tanto de asociacion como de funcionalidad, para
aclarar el papel de dichos polimorfismos en el HPTP.

Carling relacion6 el polimorfismo Pvu Il del gen del ESR1 con la DMO a nivel de columna lumbar en
pacientes con HPTP [Carling, Rastad y col, 1997], Kanzawa asocid la presencia del genotipo CC en la
posicion 1417 del gen del PTHR con una menor DMO a nivel de radio [kanzawa y col, 1999], Kobayasi
relaciond el polimorfismo Bsm 1 del gen del VDR con la DMO a nivel de antebrazo [Kobayashi y col,
1998], Christensen relacioné otro polimorfismo del gen del VDR, el Apa 1, con la DMO a nivel de
columna lumbar [Christensen y col, 2013] y Han vinculd el polimorfismo R990G del gen del CaSR con la
DMO en columna lumbar [Han y col, 2013]. Sin embargo, ninguno de los polimorfismos del gen del VDR,
del PTHR, del ER1 y del CaSR escogidos para su analisis en el presente estudio, se han relacionado con la
DMO basal en ninguna de las localizaciones estudiadas.

2.d-. Estudio de asociacidn entre los diferentes polimorfismos estudiados y el cambio de DMO post

paratiroidectomia:

De todos los polimorfismos analizados en el presente trabajo, sélo el polimorfismo rs4646536 del gen
CYP27B1 se ha relacionado con el cambio de DMO tras la PTx a nivel de cadera total (p=0,023). Al
realizar el analisis mediante un modelo recesivo, la presencia del alelo G se ha asociado a una mayor
recuperacién de la DMO tras la cirugia (p=0,006) rozando la significacion estadistica tras corregir los
resultados por el método de Bonferroni.

Dicho polimorfismo ya se habia relacionado con el riesgo de fractura en ancianos [Clifton-Bligh y col,
2011] y con los niveles de 25-OH Vitamina D circulantes [Orton y col, 2008]; sin embargo, es la primera
vez que se relaciona con el HPTP y con la recuperaciéon de la DMO tras el tratamiento quirurgico.

Si se tienen en cuenta las concentraciones de 25-OH VitD y de 1,25-OH, VitD asociadas al alelo G del
polimorfismo rs4646536 del gen CYP27B1, en un modelo de analisis recesivo; se observa que las pacientes
con dicho alelo tienen una concentracion menor de 25-OH VitD y una concentracién mayor de 1,25-OH,
VitD que las pacientes con alelo A. A pesar de que estas diferencias no son estadisticamente
significativas, nos sugieren que dicho alelo puede repercutir en la funcionalidad de la 1-a-hidroxilasa
renal y en consecuencia, en la severidad del HPTP. En ese sentido, es necesaria la realizacion de nuevos
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estudios de expresion y funcionalidad de dicho polimorfismo para confirmar lo que sugieren estos
resultados.

El polimorfismo rs4646536 del gen CYP27B1 seria el segundo polimorfismo relacionado con la
recuperacion de la DMO tras la PTx encontrado hasta el momento. Revisada la bibliografia de la que se
dispone en la actualidad, solo el trabajo publicado por Kanzawa en 1999 ha relacionado un polimorfismo
genético con la recuperacién de la DMO tras PTx en pacientes con HPTP. En dicho estudio, el genotipo
CT del polimorfismo situado en la posicion 1417 del gen del PTHR se asocié con una menor recuperacion
de la DMO a nivel de radio [Kanzawa y col, 1999]. Ninguno de los tres polimorfismos del gen del PTHR
analizados en el presente estudio se ha relacionado con el cambio de DMO tras PTx en ninguna de las
localizaciones estudiadas.

Del resto de polimorfismos analizados hay dos que requieren una mencién especial: el polimorfismo
rs2504063 del gen ESR1 y el rs9594738 del gen RANKL. Ambos han rozado la significacion estadistica
cuando se ha analizado su relacion con la recuperacion de la DMO tras el tratamiento quirdrgico. El
polimorfismo rs2504063 del gen ESR1 se ha relacionado con el cambio de DMO tras PTx a nivel de
cadera total (p=0,063 para el modelo dominante) y el polimorfismo rs9594738 del gen RANKL se ha
asociado con el aumento de DMO a nivel de cuello femoral (p=0,073 para el modelo dominante) y zona
ultradistal del radio (p=0,051 para el modelo recesivo). Teniendo en cuenta estos resultados, es
razonable considerar a dichos polimorfismos unos candidatos ideales para realizar futuros estudios de

asociacion.

2.e-. Limitaciones:

El tamafio muestral y el nimero de polimorfismos estudiados en el presente trabajo son dos posibles
limitaciones desde un punto de vista genético.

Por problemas logisticos, solo se han genotipado 104 de las 159 pacientes incluidas en el estudio. Para
valorar el alcance de dicha pérdida, se ha realizado una prueba de Levenne de calidad de varianzas que
no muestra diferencias significativas entre la poblacion de la que se dispone de muestra para genética y
la poblacién perdida.

La seleccidn de 13 polimorfismos para su genotipado y estudio ha condicionado que, tras corregir los
resultados alcanzados mediante el método de Bonferroni, se requieran valores de p < 0,004 para
alcanzar la significacion estadistica. La aplicacion de este factor de correccion es indiscutible en estudios
de asociacion a gran escala (GWAS); sin embargo, ninguno de los polimorfismos estudiados en el
presente trabajo ha sido elegido al azar y todos ellos se han relacionado anterioridad con la
osteoporosis, el HPTP y/u otras enfermedades del metabolismo mineral.
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CONCLUSIONES:

1. La prevalencia de osteoporosis es mucho mayor en mujeres con HPTP que en la poblacion
general y el tipo de hueso mas afectado es el hueso cortical. El antebrazo, zona de mayor
porcentaje de hueso cortical, es la localizacién con mayor afectacidn ésea en el HPTP (el 90% de
las pacientes con HPTP presenta osteopenia y/u osteoporosis a nivel de la zona ultradistal del
radio). La prevalencia de osteoporosis en mujeres con HPTP cuadruplica a la de la poblacién
general a nivel de cuello femoral (presencia de hueso cortical y trabecular) y la duplica a nivel
de columna lumbar (hueso mayoritariamente trabecular).

2. La Densidad Mineral Osea en las pacientes con HPTP aumenta de forma significativa tras
tratamiento quirdrgico a nivel de columna lumbar, cuello femoral, cadera total y zona
ultradistal del radio. Este aumento se observa al afio de la cirugia y se mantiene a los dos afios
de seguimiento. Es necesaria la realizacion de estudios mas largos para encontrar cambios

significativos de la DMO a nivel del tercio proximal del extremo distal del radio.

3. Las mujeres mas jovenes y las que presentan una menopausia mas tardia presentan un mayor
incremento de DMO a nivel de cadera total tras el tratamiento quirurgico. La presencia de un
IMC elevado se relaciona con una mayor recuperacion de DMO a nivel de cuello femoral,
existiendo una tendencia a la significacion estadistica en el resto de localizaciones analizadas.

4. Las pacientes con un HPTP mas severo, en forma de mayor PTH basal, mayor disminucién de
PTH tras la PTx, mayor 1,25-OH, VitD basal o menor DMO basal, presentan una mayor
recuperaciéon de DMO tras la cirugia. Unos niveles elevados de PTH en el momento del
diagndstico, asi como su mayor disminucidn tras la cirugia, se relacionan con un aumento mas
marcado de la DMO en todas las localizaciones estudiadas. Una 1,25-OH, Vitamina D basal
elevada se asocia a un mayor incremento de DMO a nivel de cadera total. Una DMO baja en el
momento del diagndstico se asocia a un mayor incremento de masa dsea tras PTx a nivel de

cuello femoral y cadera total.

5. La prevalencia de déficit de Vitamina D es mayor en las mujeres con HPTP que en la poblacion
general. La asociacion directamente proporcional entre la 25-OH VitD al afio de la cirugia y la
recuperacién de la masa dsea en cuello femoral evidenciada en el presente estudio, pone de
manifiesto la importancia de la correcta suplementacién con Vitamina D en los pacientes con
HPTP.

6. No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas entre la poblacidén general y
las pacientes con HPTP respecto a la prevalencia de los diferentes genotipos para los
polimorfismos estudiados. Existen dos polimorfismos con tendencia a la significacidn: el
genotipo A/C para el polimorfismo rs7975232 del gen VDR (p=0,022) y el genotipo A/A para el
polimorfismo rs1042636 del gen CaSR (p=0,048) que se presentan con mayor frecuencia en
pacientes con HPTP.

7. No se ha encontrado una asociacion estadisticamente significativa entre los diferentes

polimorfismos estudiados y la DMO en el momento del diagndstico en ninguna de las
localizaciones estudiadas. Sin embargo, dos polimorfismos relacionados con el sistema
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OPG/RANK/RANKL han mostrado una tendencia a la significacién al realizar los analisis
mediante un modelo recesivo. El alelo C del polimorfismo rs9594738 del gen RANKL y el alelo G
del polimorfismo rs1032128 del gen OPG se han relacionado con una mayor DMO basal a nivel
de columna lumbar (p=0,029 y p=0,020 respectivamente).

No se ha encontrado una relacion estadisticamente significativa entre los diferentes
polimorfismos estudiados y la evolucion de la DMO tras el tratamiento quirdrgico. Sin embargo,
el polimorfismo rs4646536 del gen CYP27B1 ha rozado la significacién estadistica una vez
corregidos los resultados por el método de Bonferroni. El modelo recesivo muestra que la presencia

del alelo G se asocia a una mayor recuperacién de la DMO a nivel de cadera total (p=0,006).

El polimorfismo rs9594738 del gen RANKL, el polimorfismo rs1032128 del gen OPG, el
polimorfismo rs2504063 del gen ESR1 y el polimorfismo rs4646536 del gen CYP27B1 son
candidatos ideales para futuros estudios que intenten esclarecer el papel de la genética en el
dafio 6seo provocado por el HPTP.
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ANEXO 1: HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO

Apreciada participante:

Le agradecemos su colaboracién en el estudio de la influencia de los genes en la recuperacion de masa
Osea tras ser intervenida de un Hiperparatiroidismo Primario. Como ya le habrd informado su médico,
esta enfermedad se asocia en muchos casos a la presencia de osteoporosis. En los ultimos afios se ha
visto que la densidad del hueso puede mejorar tras la cirugia del hiperparatiroidismo, aunque no lo hace
en todos los casos. Este estudio puede ayudar a conocer si existen mujeres con predisposicion genética
a tener una mejor respuesta al tratamiento quirdrgico de esta enfermedad.

Actualmente, la investigacion médica sobre las enfermedades déseas avanza rapidamente y, por ello,
seria importante que usted nos dé su consentimiento para guardar algunas muestras de su sangre para
los estudios genéticos. Estas muestras se las extraeremos al mismo tiempo que el analisis que le ha
pedido su médico. Estas muestras serviran para averiguar si existe una predisposicion genética en la
mejoria de la masa dsea que se observa, en algunos casos, tras la paratiroidectomia. El material genético
no utilizado en el presente estudio, se almacenara para estudios posteriores, siempre relacionados con
la osteoporosis. Este analisis para obtener material genético va a suponer solamente la extraccion de 15
ml suplementarios de sangre. Le tendremos informada de cualquier hallazgo significativo para su salud.

Le garantizamos que sus datos seran tratados con absoluta confidencialidad de acuerdo con la Ley
Organica de Confidencialidad de datos personales (Ley organica 5/1992), y el material genético solo sera
utilizado para investigar sobre osteoporosis. Nunca se utilizara para ningun otro propdsito. Usted tiene
derecho a solicitarnos en cualquier momento que eliminemos de los registros sus datos personales y a
recibir los resultados de las exploraciones que le hagan.

Para llevar a cabo el proyecto que le hemos expuesto, las disposiciones legales vigentes (Ley del
Medicamento 25/1990 y el Real Decreto 561/1993) aconsejan que le pidamos su autorizacion.

Antes de firmar este documento de autorizacién y en cualquier momento, usted puede pedir cualquier
aclaracién a los médicos responsables del estudio.

16 T = VTR , ha sido informada de las
finalidades del presente estudio, ha podido hacer las preguntas que ha considerado oportunas y acepta
participar voluntariamente en él. Asi mismo, acepta que los investigadores del estudio obtengan el
material bioldgico necesario (sangre total) para realizar los estudios genéticos.

Comprendo que puedo retirarme del estudio cuando quiera, sin dar explicaciones y ello no repercutira
en mi tratamiento.

En prueba de conformidad firma la presente:
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Wizard® Genomic DNA Purification Kit

ANEXO 2: PROTOCOLO DE EXTRACCION DE DNA MEDIANTE EL KIT WIZARDI® GENOMIC

INSTRLCTIONS FOR USE OF PRODUCTS &1520, A1T123, K115 AMD A1E20 PHOTOGOL
Lysis Protain DNA
Sample Solution Pracipitation Rahydration
Sire Gell Nuclei  Soluion  Isopropanol  Solution
300l 9000l 300! 100y 0yl 100
iml 2mi 1mil 330l ml 150yl Add Call Lysis
aml omil Imi iml aml 2504 e
A0l A0mil Jimil 2ml A0ml A0yl

{45 112 25 2091 N e rOCESEed Wilh Ml S, e sie Tcnical MEnssl FTMS0. Sation 3.0
Red Blood Cell Lysis

1. Using wiskumnes from the table sbove, combine the approprisie wolumes of
Call Lysis Solufion and blood. Mix by imversion.

& Incubata for 10 minutes & room femperaiure.

3. Cantrifuge:
=¥yl sample  13,000-16,000 » g *; 20 seconds
1-10ml sample 2000 x j7; 10 minuies

4. Discard supemaiant. Worlex palet.

Muclai Lysis and Pratein Pracipitation
5. Using volumes from the table sdove, add Nuckei Lysis Solufion and mix by
inversion.
&. Add Prolein Precipitation Solution; voriax for 20 saconds.
T. Cenfrifuge:
=30yl sample 13/ 000-16,000 < g*; 3 minutes
1-10mil sample 2 000 = g; 10 minwas

DMA Precipitation and Rahydration
B. Transier supematant %o a new tubs contaning isopropanol {using wolumes
from fable above). Mix
0. Cenfrifuge:
=30yl sample 13 000-16,000 = g* 1 minute
1-10mil sample 2 000 = g 1 minwe
10. Discard supemaiant. Add % ofhanol (same volume s isopropanol).
11. Cenfrifuge as in Siep O
12. Aspirata the ethanol and air-dry T pallet (1015 minuwges).
13. Rafydraie tha DNA in tha appropriata volume of DNA Rehydration Salution fos
1 hour & 65°C ar ovemight at £°C.
“Waimem Peed o 3 mCceniige

Additiona profocol information is available in Technical Manual #FTMOS0,
available online & www.promega.com

OADERIKE/TECHHICAL IMFORMATION:
wiew. promega.com = Phone 6082744320 or B00-356-252% = Fax G08-277-2504

S4:300200 D Pramam Casporaian. All Alghs Aesaned

S SO DY R A O

Certriluge

Discard supernatant.
Vioriex peliet. Add
Hualsi Lysis Solution.
Mix. Add Protein
Precipitation Solution.

Cenirfuge.

Transler supsmatant
1o mew e containing

isopropanol

Centrifuge

Discard supernatani.

Ad eshancl.

Cemtrifuge

Aspirate ethanol. =

Air-dry pell=t. <

Aetwdrate DRA. i
2

o
Promega

Primiad In US4 Aol 104D
Fart POFEICS

T
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ANEXO 3:

ANEXO 3- Tabla 1A: Caracteristicas demograficas, analiticas y densitométricas basales de las pacientes
que han finalizado el estudio y de las pacientes de las que no se dispone de seguimiento al afio de la
PTx

Pacientes de las que no | Prueba de Levenne de
se dispone de calidad de varianzas

Pacientes que han
completado el estudio

n=142 seguimiento al ailo
n=17

Edad (afios) 65,6 £ 9,5 67,6 +12,1 NS
Peso (Kg) 67,6 £10,9 70,9 £ 8,5 NS
Talla (cm) 157 t6 155+ 6 NS
Edad menopausia 47,8 +6,1 47,1+6,5 NS
(afios)

Ca (mg/dL) 11+0,9 11,5+1 NS
P (mg/dL) 2,9+0,6 2,7+0,6 NS
25-OH VitD (ng/mL) 20,1+13,4 16,9 + 12,7 NS
1,25- OH, VitD (pg/mL) 61,6 + 24,7 44,8 £22,1 NS
PTH (pg/mL) 169,31+ 147,27 236,7 £ 244,13 NS
Ca, (mg/24h) 367,6 + 132,38 230,7 £+ 175,37 NS
P, (mg/24h) 893,31 +379,43 685,2 + 323,87 NS
DMO a nivel de CL 0,799 £ 0,147 0,866 + 0,170 NS
DMO a nivel de CF 0,626 + 0,101 0,626 + 0,092 NS
DMO a nivel de CT 0,762 £ 0,120 0,714 +0,194 NS
DMO a nivel de 1/3 PT 0,544 + 0,083 0,579+ 0,104 NS
DMO a nivel UD 0,300 + 0,062 0,351 +0,061 NS

Datos presentados como media * desviacion estandar
DMO presentada en g/cmz

ANEXO 3- Tabla 1B: Caracteristicas demograficas, analiticas y densitométricas basales de las pacientes
que han finalizado el estudio y de las pacientes de las que no se dispone de seguimiento a los dos afios
de la PTx

Pacientes que han
completado el estudio

Pacientes de las que no | Prueba de Levenne de
se dispone de calidad de varianzas

n =142 seguimiento al aho
n =67

Edad (afios) 65,6 +9,5 67,09 £ 10,6 NS
Peso (Kg) 67,6 +10,9 69,5+11,9 NS
Talla (cm) 1576 1578 NS
Edad menopausia 47,8 +6,1 47,3+5,8 NS
(afos)

Ca (mg/dL) 11+0,9 11,1+0,9 NS
P (mg/dL) 2,9+0,6 2,9+0,5 NS
25-0H VitD (ng/mL) 20,1+13,4 17,9+ 13,6 NS
1,25- OH, VitD (pg/mL) 61,6 £ 24,7 57,3+24,9 NS
PTH (pg/mL) 169,31 + 147,27 201 + 186,47 NS
Ca, (mg/24h) 367,6 + 132,38 314+192,7 NS
P, (mg/24h) 893,31 +379,43 834,28 + 355,43 NS
DMO a nivel de CL 0,799 £ 0,147 0,833 +0,170 NS
DMO a nivel de CF 0,626 + 0,101 0,620 + 0,091 NS
DMO a nivel de CT 0,762 £ 0,120 0,747 £ 0,153 NS
DMO a nivel de 1/3 PT 0,544 + 0,083 0,555 + 0,084 NS
DMO a nivel UD 0,300 + 0,062 0,311 + 0,068 NS

Datos presentados como media * desviacion estdandar
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DMO presentada en g/cm2

ANEXO 3 — Tabla 2: Caracteristicas demograficas, analiticas y densitométricas basales de las

pacientes de las que se dispone de estudio genético respecto a la poblacion perdida

Edad (afios)

Peso (Kg)

Talla (cm)

Edad menopausia
(afios)

Ca (mg/dL)

P (mg/dL)

25-0OH VitD (ng/mL)
1,25-0OH, VitD (pg/mL)
PTH (pg/mlL)

Ca, (mg/24h)

P, (mg/24h)

DMO a nivel de CL
DMO a nivel de CF
DMO a nivel de CT
DMO a nivel de 1/3 PT
DMO a nivel UD

Datos presentados como media + desviacion estdndar
DMO presentada en g/cmz

Pacientes con estudio

genético

n =104
65,1+9,4
68,2 + 10,6

1577
48,3+5,8

11,1+1
2,9+0,6
20,7 £14,8
58,2 £ 26,1
173,7 £151,5
347,7 +181,8
889,43 + 388,7
0,821 +0,142
0,625 + 0,093
0,764 +0,112
0,534 + 0,086
0,303 + 0,064

Pacientes sin estudio

genético
n=55
67,3 +10,6
67,6 £ 10,7
1555
46,4 £ 6,5

11,1+0,9
2,9+0,6
17,7+9,5
61,3+23,1
185,7 £ 184,470
346,9 + 196,9
825,5 + 360,64
0,782 +0,163
0,627 +0,114
0,740 £ 0,164
0,604 + 0,057
0,324 + 0,062

de calidad de
varianzas
NS
NS
NS
NS

NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

Prueba de Levenne
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ANEXO 4:

= Poblacion General Pacientes HPTP

50
45
40 43,3
35
30
25
20
15
10

26,1

:

Columna Lumbar Cuello Femoral

Figura 1: Prevalencia de osteoporosis en la poblacion general y en las
pacientes con HPTP
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ANEXO

ANEXO 5- Tabla 1: Publicaciones revisadas que valoran la evolucion de la DMO tras intervencion quirtrgica

Primer autor

Silverberg*
Nakaoka**
Rao*
Nordenstrom**
Sitges-Serra**
Nomura**
Almqvist*
Hagstrom**
Ambrogini *
Bollerslev*
Tamura*
Lumachi**
Rubin*
Moosgaard*
Sitges-Serra**
Spivacow**

Kerschan-Schindl**

Hansen**
Keutgen*****
Alonso**
Koumakis****
Rolighed**
Norenstedt***
Quiriny **

publicacion

1999
2000
2004
2004
2004
2004
2004
2006
2007
2007
2007
2007
2008
2008
2010
2010
2012
2012
2012
2012
2013
2013
2014
2014

Pacientes

61
44
23
126
52
97
50
49
24
60
11
48
59
60
103
87
52
27
17
53
60
236
150
24

Variable estudio

Porcentaje de cambio
Porcentaje de cambio
Porcentaje de cambio
Z-score, g/cm’
T-score, Z-score, g/cm2
Porcentaje de cambio
T-score, Z-score, g/cm2
Porcentaje de cambio
Porcentaje de cambio
g/cm’

Porcentaje de cambio
g/em’

Porcentaje de cambio
g/cm’

T-score, g/cmz, porcentaje de cambio
Porcentaje de cambio y g/cm?
g/cm’

g/cm’

T-score

g/cmz, T-score, Z-score
Porcentaje de cambio
Porcentaje de cambio
Porcentaje de cambio
T-score, Z-score

Lugares de medicion de

DMO

CL, CF, 1/3PR
CL, 1/3PR

CL,CF, CT, 1/3PR
CL, CT, CF

CL®, CT, CF

CL, 1/3PR

cL,CcT

CL, CF

CL, CT, 1/3PR
CL,CF, 1/3PR, UD
CL, CT, 1/3PR

cL

CL, CF, 1/3PR

CL, CF, 1/3PR

CL, CT, CF

CL, CF

CL, CF

CL, CT, US, 1/3 PR
cL,CT

cL

cL,CcT

CL, CT, 1/3 PR
CL, CT, CF, 1/3 PR
cL, CT

*Estudios randomizados que valoran la evolucion de la DMO en pacientes paratiroidectomizados vs pacientes no intervenidos

** Estudios observacionales

***Estudio randomizado que valora el cambio de DMO tras PTx en funcién de suplementacién con Calcio y Vitamina D

****Estudio randomizado que valora el cambio de DMO tras PTx en funcidn de presentacion clinica: normocalcemia vs hipercalcemia
*****Estudio randomizado que valora cambio de DMO en pacientes paratiroidectomizados vs tratamiento médico (calciomiméticos)

? Si solo se analizan las mujeres intervenidas. Si se analizan mujeres + hombres no hay aumento significativo de la DMO

® Si solo se analizan las mujeres menores de 67 afios. Si se incluyen todos los pacientes no hay aumento significativo de la DMO
“Si solo se analizan las mujeres premenopausicas. Si se analizan todas las pacientes no hay aumento significativo de la DMO
45j solo se analizan los pacientes intervenidos en el momento del diagndstico. Si se analizan los pacientes intervenidos al afio del diagndstico no se evidencia un aumento significativo de la DMO

€ Si se analiza la DMO mediante el valor absoluto g/cm2 no se evidencia aumento significativo de la DMO. Si se analiza la DMO mediante la T-score y la Z-score si se produce un aumento significativo de la

DMO (p=0.04 y p=0.007 respectivamente)

fe: . . . . .

Si solo se analizan los pacientes suplementados con Calcio y Vitamina D
€ Si se analizan las pacientes con HPTP normocalcémico: CL (p<0,016), CT (p<0,048)
" Solo si se analiza mediante la T-score

Lugar de aumento significativo de DMO postPTx

CL (p<0,005), CF (p<0,002)

CL (p<0,0001), 1/3PR (p<0,01)

CL (p<0,001), CF (p=0,031), 1/3PR (p<0,001)
CL (p<0,001), CT (p<0,001), CF (p<0,001)
CT (p<0,0001), CF (p=0,04)

CL (p<0,01), 1/3PR (p<0,01)

CL (p<0,01), CT* (p<0,05)

CL (p<0,002), CF°(p=0,013)

CL (p=0,0002), CT (p=0,0001)

CL (p<0,01), CF* (p=0,048)

CL (p<0,01)

CL (p<0,01)

CL (p<0,05), CF (p<0,05), 1/3PR (p<0,05)
CL (p<0,001)

CL (p<0,001), CT (p<0,001), CF (p=0,001)
CL (p<0,001), CF (p<0,01)

CL (p=0,008)

CL (p<0,01), CT (p<0,01)

CL (p=0,017)

CL (p<0,05)

CLE (p=0,0003), CT¥(p=0,003)

CL(IC95%: 2,1 a 3,1), CT (IC 95%: 1,5 a 1,9)
CL (p<0,001), CT (p<0,001), CF (p<0,001), 1/3 PR (p<0,013)
cL" (p=0,008), CT" (p=0,034)
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