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Introduccion. La osteoporosis es una enfermedad de
elevada prevalencia, morbimortalidad y alto coste
econdmica que se hace clinicamente evidente
cuando aparecen las fracturas caracteristicas. La
vitamina D juega un importante papel en el
mantenimiento de la integridad del esqueleto y de la
resistencia 0Osea, principal determinante de la
aparicion de fracturas. Pot otra parte la incidencia de
la hipovitaminosis D es muy frecuente con
hiperparatiroidismo secundario asociado y aumento
del remodelado 6seo

Objetivos. Determinar la prevalencia de
hipovitaminosis D en mujeres sanas con menopausia
reciente y valorar el efecto de tres procedimientos
de incrementar los niveles de vitamina D, radiacion
ultravioleta, suplementos de calcio y vitamina D vy
suplementos de calcio ,vitamina D e isoflavonas.
Ademas se valorara el efecto de SNPs del receptor de
la vitamina D sobre los niveles basales de vitamina D
y la respuesta al tratamiento

Meétodos. Se realizd un ensayo clinico, aleatorizado,

doble ciego en un grupo de 152 mujeres, sanas, con
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menopausia reciente. Se distribuyeron en tres
grupos y se administré placebo, calcio y vitamina D,
calcio-vitamina D-isoflavonas durante tres meses. Se
realizaron determinaciones analiticas basales y a los
tres meses. Estas analiticas incluyeron calcio,
vitamina D, paratohormona y marcadores de
remodelado dseo ( PINP y CTX ). Ademas, se extrajo
DNA basalmente y se determinaron SNPs del
receptor de la vitamina D ( Bsml, Apal, Taqgl ),
calculandose posteriormente los haplotipos. Los
datos se analizaron con el programa estadistico SPSS
Resultados. La prevalencia de insuficiencia de
vitamina D fue del 75 % y de deficiencia de vitamina
D del 39 %. Los tres procedimientos empleados
incrementaron de forma estadisticamente
significativa los niveles de vitamina D, disminuyeron
los niveles de PTH y de PINP. Los niveles de CTX
también disminuyeron pero solo de forma
estadisticamente significatica con el efecto de Ia
radiacidon ultravioleta. No se observaron diferencias
entre los tres grupos.

Los cambios no mostraron diferencias en funcion de

los genotipos del receptor de la vitamina D pero el
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haplotipo Bat mostré niveles basales mas bajos de
vitamina D y una menor respuesta independiente de
estos niveles basales

Conclusiones. La hipovitaminosis D en mujeres sanas
postmenopausicas recientes es elevada siendo
efectivos para su incremento los tres procedimientos
empleados sin observarse efecto aditivo del calcio y
vitamina D y del calcio, vitamina D e isoflavona sobre
la radiacion ultravioleta. El haplotipo Bat se asocia a
niveles basales inferiores de vitamina D y a una

menor respuesta
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La osteoporosis es una enfermedad asociada a una elevada morbimortalidad
cuya incidencia se incrementa con el envejecimiento de la poblacién. Se ha
definido como un trastorno esquelético sistémico caracterizado por un
deterioro de la microarquitectura ésea y un descenso de la masa 6sea que
determina un incremento de la fragilidad con una mayor susceptibilidad a la
aparicion de fracturas ( 1 ). Es una enfermedad clinicamente silente que no se
manifiesta hasta que aparecen sus complicaciones, las fracturas

La Organizacion Mundial de la Salud ( OMS ) establecié en 1994 una definicién
de osteoporosis basada en criterios densitométricos que trataba de facilitar la
realizacion de estudios epidemiolégicos ( 2 ). Esta definicion se basaba en Ia
comparacion de los valores de densidad mineral 6sea ( DMO ) de mujeres
blancas postmenopdusicas que se comparaban con los valores medios de la
poblacidn adulta joven. Esto permitiéo determinar un valor que se denomind T-
score y permitio establecer tres categorias, normal T-score > -1 DE, osteopenia,
T-score entre -1y -2.5 y osteoporosis , T-score < -2.5 DE. La ultima categoria
cuando se acompafiaba de fractura se denomind osteoporosis establecida.
Posteriormente estas categorias se establecieron como criterios diagnésticos y
posible indicacion de tratamiento.

Es una enfermedad que afecta tanto a varones como mujeres aunque la
prevalencia es superior en estas ultimas. En Espaina se calcula que dos millones
de mujeres y ochocientos mil varones padecen la enfermedad basandonos en
estudios de poblacidon general realizados con DEXA ( densitometria ) central (
3,4 ). La prevalencia va incrementandose con la edad. Melton et al ( 5 )
realizaron en 1995 un estudio epidemiolégico en poblacion americana

encontrando una prevalencia del 15 % en mujeres de 50-59 anos que se
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incrementaba notablemente con el envejecimiento pudiendo superar el 80 % a
partir de los 80 afios (6) .

Las principales consecuencias de la osteoporosis son las fracturas por fragilidad
gue pueden aparecer en diferentes localizaciones aunque se consideran tipicas
las vertebrales, la distal de radio y la proximal de fémur ( 7,8 ). Son fracturas
con un elevado coste econdmico y estan asociadas a una mayor
morbimortalidad, especificamente la vertebral y la proximal de fémur. La
mortalidad por fractura de cadera, la manifestacion mas grave de Ia
osteoporosis, es del 8 % durante el primer mes tras la fractura, mortalidad
aguda. Al afio la mortalidad se eleva al 30 %. Por otra parte, la recuperacion de
aquellos pacientes que no fallecen es pobre. Unicamente un 30 % de los
pacientes que sufren una fractura de cadera vuelven a la situacién basal. La
fractura vertebral presenta una incidencia superior a la fractura de cadera.
Mientras que esta ultima tiene una incidencia anual de 1.3-1.9 casos/1000
habitantes/afio, la vertebral es de 13.6/1000 habitantes/afio en varones y 29.3
/1000 habitantes/afio en mujeres ( 7 ). Aunque su mortalidad es inferior a la
fractura de cadera, no es despreciable, especialmente en los pacientes con
patologia respiratoria asociada (9,10) .

Otro aspecto destacable es el deterioro de la calidad de vida que experimentan
los pacientes con osteoporosis, especificamente si hay fracturas. Los
numerosos estudios realizados muestran una menor puntuacion en todas las
esferas valoradas. No es solo un problema de las fracturas sino la sensacion de
padecer una enfermedad crénica que requiere tratamiento. Este puede, a su
vez, tener efectos adversos y no garantiza la eliminacién del riesgo en el 100 %

de los casos.
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El tercer elemento clave en la importancia de esta enfermedad es su coste
econémico. Este puede dividirse en distintos apartados. En primer lugar el
derivado del diagndstico y tratamiento. Los diferentes farmacos empleados
tienen un coste anual que oscila entre 250 y 5100 euros siendo tratamientos
prolongados que en algunos casos duran mas de 10 afos en funcién del riesgo
del paciente. Un segundo elemento de gasto es el derivado de la propia
fractura, directo e indirecto. El directo deriva de la atencidon a la fractura,
cirugia y hospitalizacion, mientras que el indirecto guarda relacién con los
cuidados posteriores. No disponemos en Espafia de datos exactos del nimero
de fracturas osteoporoticas. Se estimaban en el ano 2000 alrededor de 100000
fracturas con un coste directo superior a 126 millones de euros e indirectos de
420 millones de euros. Datos recientes han incrementado notablemente el
gasto, especialmente para la fractura de cadera, con costes directos por encima
de los 25000 millones e indirectos de 15000 millones en los afios siguientes ( 11
).

La osteoporosis es una enfermedad grave, con elevada mortalidad y un notable
gasto econdmico. Por ello, son necesarias medidas destinadas a disminuir su
incidencia, especialmente en los periodos con una mayor pérdida de masa

dsea, periodo perimenopdusico y menopausia precoz en la mujer
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FISIOPATOLOGIA DE LA OSTEOPOROSIS

Remodelado dseo

El hueso es uno de los tejidos metabdlicamente mas activos que se renueva de

forma continua para mantener sano el esqueleto. Basicamente el hueso tiene

tres funciones fundamentales:

Soporte para los musculos
Proteccion de drganos vitales

Reservorio de calcio y fosforo para llevar a cabo diversas funciones

metabdlicas

Podemos distinguir dos grandes tipos de hueso, cortical ( funciones
mecdnicas y protectoras de organos vitales ) y trabecular ( funcidn
metabdlica ).

El remodelado d&seo tiene como funcién mantener el hueso
biomecanicamente estable y es llevado a cabo en una estructura
anatdmica y funcional denominada unidad de remodelacién ésea ( URO
). En estas unidades participan cuatro tipos de células, células éseas de
revestimiento, osteocitos, osteoclastos y osteoblastos. Las células de
revestimiento tapizan la superficie 6sea durante la fase estable del
remodelado, siendo células de estirpe osteoblastica. Los osteocitos son
las células mas numerosas siendo una célula clave en este proceso.
Actian como mecanostato detectando aquellas zonas de debilidad del
esqueleto y enviando las sefiales necesarias para iniciar el proceso.

Derivan de los osteoblastos que han quedado enterrados en la matriz
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Osea. Los osteoclastos son células multinucleadas que llevan a cabo la
resorcion osea y mantienen comunicacion con los osteoblastos para
regular el proceso de formacidn ésea (12 ) . El ciclo del remodelado dura
120 dias y consta de las siguientes fases:

1. Fase 1: Iniciacién/activacion del remodelado en un lugar especifico

2. Fase 2. Resorcion 6sea y reclutamiento de stem cell mesenquimales y

progenitoras de osteoblastos

3. Fase 3. Diferenciacidn y activacion de los osteoblastos con sintesis de

osteoide
4. Fase 4. Mineralizacidon del osteoide

Reciente se ha descrito que las UROs estdn directamente en contacto con
vasos, region muy vascularizada , y esta tapizada por un “ dosel “ formado por

células de revestimiento ( Figura 1)
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Figura 1. Remodelado 6seo(Adaptado de Weilbacher KN et al. Nat Rev Cancer 2011)
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CELULAS QUE INTERVIENEN EN EL REMODELADO OSEO

Osteocitos

Son células derivadas de los osteoblastos que quedan incluidos dentro de la
matriz dsea de tal manera que aproximadamente entre el 5y el 20 % de los
osteoblastos se trasforman en osteocitos ( 13 ). Estas células expresan los
mismos genes que los osteoblastos aunque a diferentes niveles siendo ademas
rico en genes relacionados con la mineralizacién 6sea y el metabolismo del
fosforo. Se localizan en lagunas exhibiendo procesos dendriticos
citoplasmaticos que se localizan en canaliculos dentro de la matriz ésea
permitiendo la comunicacién intercelular. Ademas, de relacionarse con células
dsea, se comunican con vasos sanguineos. Estas células se comportan como
mecanostatos siendo capaces de responder a las fuerzas mecdnicas regulando
la formacién y resorciéon osea ( 14 ). Son los principales productores de
esclerostina, derivada del gen SOST. La esclerostina antagoniza a varios
miembros de las proteinas dseas morfogenéticas y se une a LPR5/LPR6
blogueando la via canénica Wnt ( 15 ) . Ademas de bloquear la formacion ésea,
también seria capaz de iniciar el proceso de resorcion, bien segregando RANKL
o de forma indirecta, tras su apoptosis, estimulando la producciéon de RANKL
por osteoblastos o células de estirpe osteoblastica ( 16 ) . Estas células son
capaces de producir osteoprotegerina que compite con RANKL y bloquea la

resorcion.
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Osteoclastos

Es una célula derivada del sistema hematopoyético que tiene dos funciones
principales, resorcidn dsea e inicio de la formacion mediante comunicacién con
los osteoblastos. Se dirige a las unidades de remodelado bien desde la médula
osea bien a partir de precursores localizados en torrente circulatorio ( 17 ) . En
su superficie posee numerosos receptores que van a determinar su
proliferacion, diferenciaciéon y supervivencia. El mds importante de ellos es el
receptor RANK, lugar de unién de RANKL. La unién RANK/RANKL activa
diferentes quinasas cuya via final es el factor NAFATc1 que es traslocado al
interior del nucleo activando genes que intervienen en la proliferacion y
maduracion del osteoclasto ( 18 ). Otros receptores importantes son el
receptor para TNFalfa, Src y TERM2 que van a cooperar en la activacién de
NFATc1 (19 ) .( Figura 2)

Figura 2. Proliferacion y maduraciéon de los osteoclastos ( Henriksen K et al.

Endocr Rev 2011; 32: 31-63)
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Para llevar a cabo su accidon resortiva el osteoclasto necesita activarse. En

primer lugar debe adherirse a la superficie ésea, funcidn realizada por los
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podosomas con participacion de unas moléculas llamadas integrinas. Su

adhesion, mediante una zona de sellado, crea la laguna de resorcion. En la

misma se liberan iones hidrégeno que acidifican el medio y permiten la

activacion de enzimas como la catepsina que degrada la matriz dsea.

Posteriormente se reabsorbe el material desprendido ( coldgeno vy calcio ) que

son trasportados al interior del osteoclasto y posteriormente liberados al

exterior ( 17 ) . Una vez completado el proceso se produce la apoptosis o

muerte celular programada del mismo. ( Figura 3)
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Figura 3. Osteoclasto ( Tomado de Serrano S. Estructura y funciéon del hueso

normal. Il Congreso Virtual Hispanoamericano de Anatomia Patoldgica 1998 )
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Osteoclastocinas
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Figura 4. Comunicacion osteoclasto-osteoblasto

Sin embargo, antes de producirse este fendmeno es necesario que se produzca
la activacidon de los osteoblastos ( 20 ) . Esta activacion se lleva a cabo de tres
formas ( Figura 4 ):

1. Liberacion de factores de crecimiento embebidos en la matriz dsea

denominadas matricidas siendo las mas importantes TGFf3, IGF-1, BMP2

2. Contacto célula-célula ( osteoclasto-osteoblasto ) a través de proteinas

trasmembranas como el sistema de las efrinas

3. Liberacidon de osteoclastocinas que pueden ser estimuladoras como
esfingosina-1-fosfato, BMP6, Wnt10b y Efrina B, o inhibidoras como Ia

semaforina 4D

Osteoblastos

Los osteoblastos son células derivadas de progenitores mesenquimales donde
podemos distinguir varias poblaciones, precursores de los osteoblastos que
acuden a la laguna de resorcién atraidos por sustancias liberadas de la matriz
Osea, células osteoblasticas de superficie que se retraen tras recibir

informacién de los osteocitos para que puedan actuar los osteoclastos,
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osteoblastos maduros y osteocitos, osteoblastos enterrados en la matriz dsea (
21).

Los osteoblastos son células con citoplasma baséfilo, abundantes mitocondrias
y aparato de Golgi muy desarrollado. Esta estructura explica su capacidad para
sintetizar proteinas como la fosfatasa alcalina, osteocalcina y gran cantidad de
colageno tipo |. Este ultimo forma el osteoide que posteriormente es
mineralizado con cristales de hidroxiapatita cdlcica. En su proceso de
diferenciacion y maduracion intervienen diversos factores de transcripcion
entre los que podemos destacar SOX9, RUNX2, ATF-4, factores de transcripcion
de la familia ATF-4. SOX9 no es expresado en osteoblastos maduros pero
favorece la diferenciacion desde preosteoblastos. RUNX2 es un factor,
implicado no solamente en la diferenciacion sino en la funcién de los
osteoblastos maduros ( 22 ) . ATF-4 regula la expresion de osteocalcina,
proteina osteobldstica que interviene en la regulacién de la glucosa y de
RANKL, que promueve la diferenciacién y funcién del osteoblasto. Todos estos
factores de transcripcidon son activados a través de factores exogenos ( TGFf,
IGFI, FGF ) que activan diferentes vias metabdlicas ( 20, 23 ) . TGFp es liberado
de la matriz dsea durante el proceso de resorcion , facilitando la proliferacion
de precursores de osteoblastos asi como la llegada de los mismos a la laguna
de resorcion. Ademas, estimula la proliferacion y funcién de los osteoblastos
incrementando la sintesis de matriz, inhibe la maduracion tardia de
osteoblastos, la apoptosis de osteocitos y regula la relacidon
osteoblasto/osteoclasto. IGF-I tiene una funcién anabdlica incrementando la
maduracion del osteoblasto y favoreciendo la quimiotaxis de precursores. El
factor de crecimiento fibrobldstico comprende una larga familia de proteinas,

22, que tienen una accidén anabdlica como el FGF2 y el 10 mientras que el
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FGF23 regula el metabolismo del fésforo ( 24 ) . Actian sobre receptores
localizados en la superficie de preosteoblastos y osteoblastos favoreciendo su

diferenciacion y maduracion. ( Figura 5)

Figura 5. Figuracion y maduracion de osteoblastos ( Tomado de Yamaguchi A
et al. Endocr 2000; 21: 393-341)

Todas estas proteinas actian sobre receptores localizados en la superficie del
osteoblasto, activando diversas vias metabdlicas que estimulan los factores de
transcripcion previamente descritos. Destacar la via metabdlica Notch, la via de
proteinas Hedgehob ( HH), via Wnt y via BMP ( 20) .

La via metabdlica que ha despertado un mayor interés desde el punto de vista
farmacoldgico es la via Wnt. La familia Wnt son un grupo de proteinas
implicadas en el sistema osteoformador de los osteoblastos. Tiene un sistema
de sefalizacion P-catenina dependiente y otro independiente. Inicialmente
Wnt se une a receptores Friezled y a sus coreceptores (LPR5 o LPR6 )
estabilizando la P-catenina que es traslocada al nucleo y estimula genes
responsables del proceso de maduracion de los osteoblastos. Esta asociacidn es
regulada por inhibidores como la esclerostina o DKK1 ( 25,26 ) . Existe una

segunda via de sefalizacion, independiente de la P-catetina, que induce
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actividad de fosfatidilinositol acoplado a proteina G , activando ProteinKinasa
C que promueve la actividad osteoblastica en un proceso modulado por
RUNX2. Ademads elementos de la via Wnt como Wnt5A o Wnt10A promueven

la diferenciacion osteoblastica inhibiendo la diferenciacidén adipogenética ( 27)

MECANISMOS DE OSTEOPOROSIS

Las dos formas mds frecuentes de osteoporosis son la osteoporosis
postmenopausica y la osteoporosis senil o involutiva. El comportamiento del
remodelado es diferente. En la osteoporosis postmenopausica se producen dos
situaciones, aumento de la actividad de los osteoclastos y aumento del numero
de unidad de remodelacién activas, mientras que en la osteoporosis involutiva
predomina el descenso de formacion dependiente de los osteoblastos.

La osteoporosis postmenopdusica viene determinada por la caida de
estrogenos que va a determinar un incremento del nUmero y actividad de las
unidades de remodelado. Simultdneamente, en estas se produce una situacion
de desacoplamiento entre formacidon y resorcién, con predominio de esta
ultima. Esto conlleva un descenso de la cantidad y calidad dsea. El elemento
clave de este proceso es el descenso de estréogenos. Estas hormonas ejercen un
efecto protector sobre el hueso actuando sobre receptores estrogénicos,
receptores nucleares que actuan directamente sobre el DNA y regulan la
expresion de diversos genes. Existen también receptores localizados en la
superficie celular. Podemos distinguir dos tipos de receptores, a y p. La
diferencia entre los mismos es pequefia diferencidndose por un menor tamafno
del dominio aminoterminal. La unién estréogeno-receptor provoca un cambio
conformacional que determina activacion o represidon de los mecanismos de

transcripcion. Los receptores de superficie activan sefiales de trasducciéon a
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través de nucleotidos ciclicos, flujo de calcio y activacion de kinasas que
regulan la expresion de genes ( 28,29) .

El descenso de estrégenos incrementa el niumero de osteoclastos ya que los
estrogenos facilitan la apoptosis de osteoclastos. No se conoce el mecanismo

gue genera la apoptosis. Ademas, este descenso estimula la producciéon de

" o

TNFa e IL-1 por los linfocitos T que provoca una up-regulation en la
liberacion de IL-7 por células B ( 30,32 ). Esta citocina actua a nivel de
osteoblastos incrementando la liberacion de RANKL ( 32 ) . Esta proteina actua
sobre el receptor RANK localizado en la superficie de los precursores de
osteoclastos y en osteoclastos, incrementando el numero y la actividad de los
mismos. TNF-a e IL-1 estimulan preosteoblastos y células del estroma que
incrementa la liberacidon de citocinas del tipo de IL-6, factor estimulador de
colonias macrofagicas ( GM-CSF ), IL-11. Estas citocinas incrementan Ia
liberacion de RANKL. Un segundo efecto del descenso de estrogenos es la
inhibicion de la liberacidon de osteoprotegerina, proteina que bloguea la unién
de RANKL a RANK. El resultado es un desequilibrio entre RANKL vy
osteoprotegerina con un predominio de la actividad RANKL. El resultado es un
aumento del numero y la actividad de los osteoclastos. Ello conlleva un
incremento de la destruccidon dsea con pérdida de masa désea y deterioro de la
microarquitectura que disminuye la resistencia y facilita la aparicion de

fracturas. Posiblemente la elevacién de gonadotropinas ( FSH ) acelera la

velocidad de destruccidon dsea condicionada por la caida de estrégenos.

MEDIDA DEL REMODELADO OSEO

La osteoporosis, como acabamos de comentar, es una enfermedad del

remodelado dseo cuyas consecuencia es un descenso de la cantidad y calidad
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O0sea, determinantes de la resistencia. Una de las maneras de valorar la

situacion del remodelado dseo es la determinaciéon de los marcadores del

remodelado dseo ( 33 ) . Son pruebas de laboratorio que miden enzimas,

sintetizadas por osteoblastos u osteoclastos, o bien productos obtenidos a

partir de la sintesis o degradacion de la matriz 6sea ( 33 ) . Se pueden dividir en

dos grupos:

Marcadores de formacion ( Fosfatasa alcalina, Fosfatasa Alcalina Osea,
Osteocalcina, Propéptido del procolageno tipo 1 ) que reflejan diferentes

estadios de actividad y diferenciacion osteoblastica

Marcadores de resorcidn ( Fosfasata Acida Resistente al tartrato,
Crosslinks, piridinolina, deoxipiridinolina, telopéptidos aminoterminal,
NTX, y telopéptidos carboxiterminal, CTX. ) que reflejan la actividad

osteoclastica

Los marcadores pueden ser utiles para (34 ) :

Prediccidon de la pérdida dsea después de la menopausia pero no todos
los estudios muestran resultados concordantes. Aunque a nivel
individual ofrecen una informacidn limitada, en estudios poblaciones son

capaces de identificar una poblacidon de perdedores de hueso

Prediccion del riesgo de fractura. Los estudios que analizan la asociacion
entre altos niveles de marcadores, especificamente de marcadores de

resorcion e incremento del riesgo de fractura, son mas consistentes.

Prediccidn de la respuesta a tratamiento antiosteoporético. Un descenso
significativo de marcadores, tras tratamiento con bifosfonatos o terapia
hormonal durante 3 a 6 meses, se asocia a un incremento de masa 6sea

a los 3 afios. No esta claro que niveles de marcadores deben ser
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alcanzados pero se considera que seria razonable conseguir valores

similares a los que las mujeres presentan en la premenopausia.

Como hemos comentado previamente, se disponen de numerosos
marcadores pero recientemente la International Osteoporosis
Foundation ( IOF ) y la International Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine ( IFCC ) han recomendado el uso de P1NP sérico
como marcador de formacidn y CTX sérico como marcador de resorcion (

35).
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CALCIO

El calcio es el mineral mds abundante del cuerpo humano. Un adulto tiene
entre 1-1,5 kg de calcio en su cuerpo estando la mayor parte del mismo
localizado en huesos y dientes. Participa en numerosas funciones metabdlicas
imprescindibles para un adecuado funcionamiento del organismo. Sin
embargo, en esta tesis nos vamos a ocupar de su aspecto estructural. Su
regulacion viene determinada por la interaccion entre dos sistemas
hormonales, PTH y vitamina D. El papel de otra hormona, la calcitonina, es
despreciable desde el punto de vista fisioldgico. La vitamina D y la PTH actdan
sobre los mismos 6rganos diana, intestino, rindn y hueso, aunque en el
intestino la PTH actua de forma indirecta estimulando la sintesis del metabolito
activo de la vitamina D. Ambos sistemas hormonales incrementan Ia
concentracion plasmatica de calcio para mantenerlo dentro de un rango
fisioldgico ( 9-10,5 mg/dl ).

La PTH es una hormona polipeptidica secretada por las células principales de
las glandulas paratiroideas. Es secretada en forma de un polipéptido de mayor
tamafo, preproPTH que se trasforma en proPTH y finalmente en PTH. Su
liberacidon va a depender de los niveles de calcio idnico que es detectado por el
receptor sensor del calcio. Este receptor se encuentra en diferentes
localizaciones como las células principales paratiroideas o células tubulares
renales. La liberacidon de PTH incrementa los niveles de calcio a través de tres
mecanismos: 1) Aumento de la reabsorcién tubular de calcio; 2) Aumento de la
actividad de los osteoclastos con incremento de la resorcion odsea; 3)
Incremento de la concentracion plasmatica del metabolito activo de la

vitamina, 1,25-hidroxicolecalciferol.
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La vitamina D es en realidad una hormona. Es sintetizada en la piel por efecto
de la radiacién ultravioleta a partir del 7-dihidrocolesterol. Se produce
inicialmente colecalciferol que sufre dos procesos de hidroxilacién. El primero
se produce en el higado originandose el 25-hidroxicolecalciferol, principal
indicador de los niveles de vitamina D en el organismo. La segunda tiene lugar
en el rindn mediante hidroxilacion en el carbono 1, dando lugar al 1,25
dihidroxicolecalciferol, metabolito activo de la vitamina D. Este proceso es
activado por la PTH. La funcién de la vitamina D es incrementar los niveles de
calcio a través de un aumento de la absorcidn intestinal de calcio, incremento
de la resorcion désea y de la reabsorcién tubular renal. El resultado es un
incremento de la concentracion plasmatica de calcio (36) .

Para mantener una buena salud désea es necesario un aporte adecuado de
calcio. Las recomendaciones generales de ingesta de calcio oscilan entre 1000 y
1500 mg cada 24 horas. Se indica una ingesta de 1000 mg/dia para mujeres
entre 25 y 50 anos que no estén lactando. Para lactantes y mujeres
postmenopausicas la ingesta recomendada es de 1200-1500 mg/24 h.
Recientemente la IOM ( The US Institute of Medicine ) indicé una ingesta de
1000 mg para todos los adultos entre 19 y 50 afios. Para mujeres mayores de
50 y varones por encima de los 70 afos la recomendacion se eleva a 1200
mg/24 h (37 ) . El objetivo de esta ingesta es, junto con unos niveles adecuados
de vitamina D , mantener los niveles de paratohormona dentro del rango de
normalidad. La presencia de un hiperparatiroidismo secundario como
consecuencia, principalmente, de bajos niveles de vitamina D, ejerce un efecto
deletéreo sobre el hueso. Los niveles elevados de PTH alteran el equilibrio

RANKL/OPG con un predominio de la actividad RANKL produciendo un
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aumento del remodelado 6seo, con un desequilibrio del acoplamiento y
pérdida de la cantidad y calidad 6sea (32).

Calcio y masa dsea

Diversos estudios observacionales han mostrado que la ingesta de calcio se
asocia a un incremento de la masa 6sea y un mayor pico de masa 6sea. El pico
de masa 6sea, adquirido al final de la segunda década es un determinante del
riesgo de fractura en la postmenopausia. El efecto es variable y la magnitud del
mismo guarda relacion con el lugar donde se realiza la medicidn, el estadio de
la madurez prepuberal cuando se realiza la intervencion y la ingesta de calcio
basal ( 38 ) . Sin embargo, no todos los datos son concordantes habiéndose
sugerido que los efectos del calcio sobre la densidad mineral podria guardar
relacion con el genotipo del receptor de la vitamina D ( 39 ) . Una interaccién
entre genes y factores medio ambientales podria explicar, en parte, la
heterogenicidad de los resultados.

Efectos terapéuticos del calcio

Desde un punto de vista fisiopatoldgico parece razonable reemplazar la
excrecion de calcio por una ingesta neta para mantener una situacién de
equilibrio. Siempre ha habido discrepancias, como hemos comentado
previamente, sobre la ingesta necesaria de calcio y salud ésea. Una ingesta
adecuada de calcio puede disminuir la incidencia de fracturas mediante un
incremento de la densidad mineral 6sea , una mejoria de la calidad ésea o una
combinacién de los mismos. Recientemente Tai et al ( 40 ) han realizado un
metaandlisis donde se recoge el efecto del calcio sobre la masa dsea. Los
autores revisan 59 estudios aleatorizados cuyo objetivo primario son los
cambios de DMO ( Densidad Mineral Osea ). Hay 15 estudios que analizan

fuentes dietéticas de calcio, incluyendo 1513 individuos y 51 estudios que
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valoran el calcio procedente de suplementos, 12257 participantes. Los autores
observaron un incremento de DMO en cadera y cuerpo total ( 0,6 %-1 % ) tras
un afno considerando el calcio dietético, obteniéndose resultados similares con
los suplementos ( 0,7 %-1,8 % ). No se observaron efectos sobre masa dsea de
antebrazo, sin que los efectos se acumularan con el tiempo. A los dos afios, los
resultados obtenidos eran similares. Este incremento podria implicar una
reduccion del riesgo de fractura de un 10 %. En estudios realizados con
farmacos antiresortivos potentes no se ha encontrado una correlacién directa
entre la reduccion de fracturas y el incremento de masa dsea

El efecto observado sobre los marcadores del remodelado éseo es mayor. Los
suplementos de calcio provocan una reduccion de un 20 % de los marcadores.
Estos son una medicion indirecta de la calidad 6sea, determinante de la
resistencia esquelética, factor que evita la aparicion de fracturas. Diversos
estudios, realizados en pacientes de diferentes edades, desde los 20 a los 85
anos, han mostrado un efecto similar con reduccidon de marcadores del
remodeladoy PTH (41-45).

Los mismos autores han realizado una revisidén sistematica que valoran el
efecto del calcio ( dieta o suplementos ) sobre la reduccion de fracturas ( 46 ).
Los autores analizan tres tipos de estudios, calcio dietético ( randomizados y
cohortes ) y suplementos ( randomizados ). Los estudios de cohortes con calcio
dietético presentan en su mayor parte un resultado neutro. Los estudios
randomizados con suplementos de calcio muestran una reducciéon del riesgo
del 11 % para todas las fracturas y del 14 % para la fractura vertebral.
Aplicando estos resultados, a los datos del metanalisis, el NNT ( Numero de
Pacientes Necesarios a Tratar ) con calcio para prevenir una fractura vertebral

es de 489 mujeres durante 6,2 aiflos y para prevenir una fractura de cualquier
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tipo, 77 individuos durante 5,5 afios. Ademas hay que tener en cuenta que la
persistencia del tratamiento con el calcio es baja, 40%-60% al final del primer
ano. Con los datos presentados en este estudio no se justificaria el empleo de
calcio como Unico tratamiento para reducir fracturas. Recientemente, Khan et
al (47 ) han publicado un estudio de cohortes, no incluido en el metanalisis
previo, donde se analizaron 45154 individuos ( 17045 varones y 24469 mujeres
) de edades entre 40 y 64 afios que fueron seguidos durante un periodo de 13
anos. Se dividieron en cuartiles en funcién de la ingesta de calcio observandose
una relacion inversa entre ingesta de calcio y mortalidad, fracturas y
enfermedades cardiovasculares no mortales. Las ingestas de calcio mas
elevadas ( 1076 mg/dia ) se asociaban a un descenso de fracturas vy
enfermedades cardiovasculares, incluyendo una disminucidon del riesgo de ictus
en poblacién no hipertensa.

Se ha observado un claro beneficio con el empleo de suplementos de calcio en
un determinado grupo poblacional, mujeres fragiles con una pobre ingesta de
calcio y niveles bajos de vitamina D. Este dato se sustenta en el estudio de
Chapuy et al ( 48 ) realizado en Francia, en mujeres institucionalizadas, con
ingesta de calcio baja ( 513 mg/dia ) y niveles de vitamina D inferiores a 20
nmol/l. La administracion de calcio ( 1000 mg/dia ) y vitamina D ( 800 mg/dia )
redujo las fracturas de cadera en un 23 % y todas las fracturas en un 17 % tras

tres anos de tratamiento.
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VITAMINA D

La vitamina D es una hormona derivada del grupo de los esteroides. Se sintetiza
de forma enddégena a partir del 7-dehidrocolesterol ( provitamina D3 ) que es
convertida en 7-dehidrocolecalciferol en la piel por accién de la radiacidon
ultravioleta ( 49 ) . Una segunda fuente de vitamina D es la derivada de la dieta,
de origen animal ( D3 colecalciferol ) o de origen vegetal ( D2 ergocalciferol ).
El 7-dihidrocolecalciferol se une a una proteina trasportadora ( DBP )
alcanzando el higado donde es metabolizada por la 25-hidroxilasa ( CYP2R1
micromosomal , CYP27R1 mitocondrial ) a 25-hidroxicolecalciferol ( 250HD3 ) (
50 ) . Este metabolito constituye el elemento que mide los niveles de vitamina
D en el organismo, debido a su elevada vida media, 3 semanas. El 25-
hidroxicolecalciferol se une a DBP siendo trasportado al rifidn. La megalina es
un receptor que media la absorcion DBP-250HD en el tubulo proximal, via
endocitosis. El proceso es facilitado por ubilina. En el rifidn se metaboliza a
1,25-dihidroxicolecalciferol por efecto de la al hidroxilasa ( CYP27B1 ) o a
24,25 dihidroxicolecalciferol por la 24-hidroxilasa ( CYP24A1 ) ( 51 ) . El
metabolito activo de la vitamina D es el 1,25 dihidroxicolecalciferol ( Figura 6 ).
Su sintesis es estimulada por la PTH mientras que es inhibida por FGF23 (
Factor de crecimiento fibroblastico 23 ) ( 52 ). Con el 24,25
dihidroxicolecalciferol ocurre una situacion que podriamos denominar en
espejo. La PTH inhibe su produccion y FGF23 lo incrementa. La sintesis citdnea
de 7 dihidrocolesterol depende de varios factores. La fotosintesis produce el
100 % de la vitamina D requerida. La exposicidon a la radiacidon ultravioleta (
295-300 nm de rango fotoquimico ). Otro factor implicado es la latitud que

determina el dangulo de incidencia de la radiacién solar sobre la piel. Se habia
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descrito una relacion inversa, sin embargo un reciente metanalisis que incluyo
394 estudios no encontrd relacion entre latitud y vitamina D ( 53 ). También se
ha observado una relacién inversa con la coloracién de la piel y la edad. La
sintesis cutanea disminuye en un 50 % a partir de los 50 afios, disminuyendo al
25 % a partir de los 70 anos. Otro elemento que interviene , aunque en menor
medida, es la ingesta de vitamina D aunque hay que tener en cuenta que la
mayoria de los alimentos contienen escasa cantidad de vitamina D excepto el

aceite de higado de bacalao, la carne y los huevos (54 ) .
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Figura 6. Sintesis de vitamina D

La vitamina D para ejercer sus efectos se une a un receptor nuclear ( VDR )

siendo sus principales acciones las siguientes.
- Regular los niveles de calcio y fésforo en sangre mediante el incremento
de la absorcidon intestinal, el descenso de la reabsorcion tubular y la

inhibicion de la secrecion de PTH
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- Participa en la proliferacion y diferenciacién celular
- Regulacion de la oncogénesis

- Modula la respuesta inmune

- Participa en la secrecidon de hormonas peptidicas

Estos datos indican que el receptor de la vitamina D no se localiza Unicamente
en los drganos clasicos que regulan el metabolismo fosfocalcico sino en otras
muchas células como queratinocitos, células de la médula 6sea, celulas f3-
pancredticas, cardiomiocitos, macrdéfagos, linfocitos y otras.

El receptor de la vitamina D se activa al unirse el agonista ( 1,25
dihidroxicolecalciferol ) formando un heterodimero con el receptor retinoides X
( RXR ). Este complejo se desplaza al nucleo para unirse a los elementos de
respuesta de la vitamina D. Se forma un complejo ( ( 1,25 OH2D-VDR-RXR )
unido a DNA que regula latrascipcion de diversos genes por mecanismos no
claramente entendidos. Entre estos ultimos son regulados negativamente
genes relacionados con el metabolismo 6seo ( PTH y PTHrp ), con genes de
respuesta inflamatoria ( IL2, IL12, TNFa, IFNy, GM-CSF ) y de proliferacion
celular ( EFG-R, c-myc, K16 ) ( 22)

Acciones de la vitamina D

“ “

La vitamina D se ha denominado “ vitamina antirraquitica “, por ello las
acciones clasicas de la misma estan relacionadas con el sistema musculo
esquelético. El efecto de la vitamina D sobre la homeostasis 6sea viene
determinado por el balance de calcio. En aquella situacion donde el balance de
calcio esta equilibrado el papel de la vitamina D es redundante. Los
osteoblastos poseen receptores para la vitamina D pero sus efectos viene

determinados por la interaccidon con otras hormonas ( PTH, cortisol ), factores
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de crecimiento ( TGFf, IgF1 y otros ) y sefales de crecimiento como la via Wnt
o agonistas de PPARYy. La vitamina D afecta a la proliferacion de osteoblastos asi
como a su diferenciacion y mineralizacién. Los osteoclastos no poseen
receptores para la vitamina D pero esta puede actuar de forma indirecta a
través de la liberacion de RANKL por los osteoblastos. Datos de la existencia de
receptores de la vitamina D en osteocitos son escasos pero, al mismo tiempo,
hay que tener en cuenta que estas células son capaces de producir 1,25
dihidroxicolecalciferol. No se conoce con exactitud el papel que juega este
metabolito liberado por osteocitos en la fisiologia dsea. Se libera en respuesta
a la carga mecanica y puede inhibir la mineralizacidn en la laguna osteocitaria (
55-57).

La interaccién entre estas células, como hemos comentado previamente,
guarda relacién con el balance de calcio. En situacidon de deficit de calcio se
produce un hiperparatiroidismo secundario que va seguido de un incremento
de los niveles de 1,25 dihidroxicolecalciferol, induciendo ambos la produccién
de RANKL por osteoblastos que incrementa la resorcion dsea para tratar de
normalizar la calcemia. Simultdaneamente se inhibe la mineralizacion de Ia
matriz dsea para facilitar el incrmento de la concentracidn plasmatica de calcio.
Una vez normalizada, 1,25dihidroxicolecalciferol incrementa la expresion de
CYP24A1 y FGF23 e inhibe PTH y CYP27B1. CYP24A1 degrada 1,250H2D3 a
24,250H2D3. CYP27B1 es inhibido por FGF23 producido por los osteocitos. A
través de estos mecanismos de feed-back se regula la calcemia de forma

efectiva.
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Figura 7. Acciones de la vitamina D

Niveles plasmaticos de vitamina D

Para establecer la suficiencia de los niveles de vitamina D es preciso determinar
25-hidroxicolecalciferol. Se emplea este metabolito, que tiene una actividad
100 veces inferior al metabolito activo, 1,25 dihidroxicolecalciferol, por su vida
media, tres semanas, y por no estar sujeto a la actividad de otras hormonas o
niveles de calcio. Existen diversos procedimientos para llevar a cabo esta
medicién, siendo HPLC el gold estdndar aunque no es la técnica habitualmente
empleada por su dificultad metodoldgica. Otros procedimientos como
enzimoinmunoanalisis, ELISA o quimioluminiscencia, son mas facilmente
aplicables en la practica clinica ( 58 ) .

El nivel normal de vitamina D para asegura una adecuada salud dsea viene
determinado por la capacidad de la vitamina D para inhibir la sintesis de PTH
manteniéndola dentro de limites normales. De esta manera se evita un

excesivo incremento de la resorcién 6sea con el consiguiente deterioro de la
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cantidad y calidad 6sea. De acuerdo con los niveles de 25-hidroxicolecalciferol

podemos distinguir las siguientes situaciones:

Normalidad: 25-hidroxicolecalciferol = 30 ng/ml

Insuficiencia: 25-hidroxicolecalciferol 20-30 ng/ml

Deficiencia: 25-hidroxicolecalciferol 10-19 ng/ml

Deficiencia severa: 25-hidroxicolecalciferol < 10 ng/ml

El objetivo seria conseguir un nivel de vitamina D por encima de 20 ng/mly,
si es posible, por encima de 30 ng/ml. Sin embargo, este ultimo valor es
dificil de conseguir. Estudios epidemiolégicos realizados en todas las
regiones del mundo muestran que la prevalencia de hipovitaminosis D es
muy elevada y, posiblemente, esta volviendo a emerger como un problema
de salud global (59) . En Espana se han realizado numerosos estudios que
exponen la elevada prevalencia de este problema en todas las edades. En
estudiantes y médicos en formacion la prevalencia es de un 30 %. En un
amplio estudio realizado en mujeres menopdausicas, la prevalencia era del
36 %. En poblacidon anciana la prevalencia puede llegar a ser del 90 %. Las
tablas 1y 2 muestran la prevalencia de osteoporosis en distintos grupos de

poblacidn espafola
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Edad Pacientes | Método | Punto de Hipovitaminosis | Autor
Corte D

56 +5 171 RIA 20 ng/ml 84% Aguado et al (
10 ng/ml 36 % 60 )

61 +7 161 RIA 15 ng/ml 39 % Mezquita et

al( 61)

38 +11 | 215 HPLC 30 ng/ml 17 % Mata et al (
20-30 ng/ml |18 % 62 )
10-20 ng/ml |50 %
<10 ng/ml 14 %

Tabla 1. Niveles de vitamina D en poblacion espaiola joven
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Edad | Pacientes | Método | Punto de Hipovitaminosis | Autor
corte D
77 114 HPLC 15 ng/ml 100 % Quesada et al
(63)
79«8 | 90 RIA 20 ng/ml 46 % Castillo et al ( 64
)
75+6 | 127 RIA 10 ng/ml 34.6 % Gonzalez et al
(65)
78+8 | 100 RIA 25 ng/ml 87 % Larrosa et al ( 66
)
68+9 | 326 RIA 10 ng/ml 27 % Gomez-Alonso et
10-18 ng/ml | 40 % al ( 67)
< 25 ng/ml 33%
72+5| 239 RIA <10 ng/ml 16.7 % Vaqueiro et al
11-25 ng/ml | 70.3 % (68)
< 25 ng/ml 87 %
83+7 | 454 HPLC |<10ng/ml |31%,32%,51% | Nifio etal (69)
<20 ng/ml 79%,91%,92%
72+2 | 53 HPLC <10 ng/ml 28%,56% Rodriguez et al
<20 ng/ml 80% (70)
82+7 | 49 CBP <10 ng/ml 47 % Martin-Portela
<20 ng/ml 90 % etal( 71)

Tabla 2. Niveles de vitamina D en poblacion espaiola anciana
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Vitamina D y fracturas

Este apartado puede abordarse de diferentes maneras, niveles de vitamina D
en pacientes fracturados, efectos de suplementos sobre marcadores
subrogados y efecto de suplementos sobre factores causales de fracturas,
caidas y el efecto directo de la administracidon de vitamina D sobre la fractura.
Diversos estudios han mostrado niveles disminuidos de vitamina D asociados a
fractura de cadera. Martinez et al ( 72 ) realizé un pequeiio estudio incluyendo
50 individuos con fractura de cadera y 39 controles de su misma edad y sexo.
Se observaron niveles disminuidos de calcidiol en los pacientes fracturados (
11,7+6.4 vs 18,4+12.7 nmol/l, p < 0.05 ). Un estudio de caracteristicas similares
fue realizado por Cauley et al ( 73 ) incluyendo 400 casos y 400 controles. Los
pacientes con fractura de cadera tenian niveles inferiores de vitamina D ( 55,95
+ 20,28 vs 56,90 + 18,05 nmol/l, p= 0,007 ) de tal manera que los niveles mas
bajos de vitamina D incrementaba el riesgo de fractura. Resultados similares se
observaron en varones con fractura de cadera ( 21.5 £7.9 vs 25.2 =+ 7.8 ng/ml,
p<0.0001 ). El descenso de una desviacion estandar del 250HD se asociaba a un
incremento del riesgo de fractura de cadera ( OR 1.6, 95% Cl 1.18-2.17 ) (74 ) .
Al repetir el estudio en mujeres de diferentes etnias los resultados no eran
uniformes, especialmente en mujeres de raza negra, donde niveles mas
elevados de vitamina D se asociaban a fracturas ( 75 ) . En un estudio con un
elevado numero de pacientes, 2546 mujeres postmenopausicas, se
identificaron 6 factores de riesgo relacionados con el riesgo de fractura no
vertebral, uno de ellos eran los niveles séricos de 25-hidroxivitamina D (

p<0.001)(76).
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Otros estudios han valorado el efecto de suplementos de vitamina D sobre la
densidad mineral 6sea ( DMO ) . Dawson-Hughes et al ( 77 ) valoraron el efecto
de los suplementos de calcio y vitamina D sobre la DMO en un estudio que
incluyd 176 varones y 213 mujeres, mayores de 65 afos. Se observaron
incrementos de la densidad mineral 6sea en cuello femoral, columna lumbar y
cuerpo total. Las diferencias eran estadisticamente significativas en todas las
localizaciones a un afio. Sin embargo, Unicamente la DMO total era significativa
a los tres afios. Un metandlisis que incluyd 17 estudios valoré el efecto sobre la
DMO. No se observd incremento aunque hay que tener en cuenta que la dosis
de vitamina D empleada era pequefia ( 300 o 400 Ul/dia ) y el tamafio muestral
era pequeio ( 78 ) . Sin embargo, el WHI ( Women’s Health Initiative ) mostré
un incremento de la DMO en cadera total empleando dosis de 400 Ul con
suplementos de calcio (79 ).

Vitamina D y caidas

La caida es un factor clave en la aparicidon de fracturas por fragilidad. Un
estudio de casos-controles, con 122 mujeres, de 12 semanas de duracién
mostré una reduccion de caidas de un 49 % ( p=0.01 ) en mujeres que recibian
800Ul/dia de vitamina D ( 80 ) . Los mismos autores analizaron la base de datos
NHAMES Ill, observando una mejor fuerza muscular de las extremidades
inferiores en adultos con los niveles mas elevados de vitamina D ( 81) .
Diversos metanalisis han analizado la relacidon entre suplementos de vitamina D
y caidas. Todos ellos han mostrado una relacion favorable entre la
administracion de vitamina D y un descenso de la frecuencia de caidas,
alrededor del 30 %. Estos descencos se producian Unicamente con dosis de

vitamina D entre 700y 1000 Ul /24 h (82).
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La mejoria de la funcién muscular tras la administracién de vitamina D tiene un
doble mecanismo, directo a través de receptores de la vitamina D localizados
en el musculo estriado e indirecto a través de la supresion de PTH ( 83 ) . La
vitamina D ejerce una accidn gendmica y otra no gendmica en el musculo

estriado controlando las siguientes acciones:

Regular la entrada de calcio en el reticulo endoplasmatico
- Regular la proliferaciacion y diferenciacion de mioblastos
- Aumentar ATA y fosfatasas intracelulares

- Aumentar la sintesis protéica muscular

- Aumentar el metabolismo fosfolipidico

Aumentar la actividad de actina y troponina

Por otra lado, la PTH elevada ejerce un efecto perjudicial sobre el musculo
provocando atrofia de las fibras musculares de tipo Il, aumenta la destruccién
de proteinas musculares, disminuye el oxigeno mitocondrial, la actividad
ATPasa, la creatinfosfokinasa y la oxidacion de acidos grasos musculares. La
vitamina D actua disminuyendo los niveles de PTH.

Suplementos de vitamina D y fracturas

Diversos metanalisis, incluyendo un importante nimero de individuos, valoran
los efectos de los suplementos de vitamina D sobre fracturas. Un metanalisis
gue incluyé 12 estudios aleatorizados, controlados con placebo, en 42279
individuos, mostro una reduccion del riesgo de fractura de cadera del 18 % y de
cualquier fractura no vertebral de un 20 % ( 84 ) . Otro metanalisis que incluyd
11 estudios aleatorizados, doble ciego, con 31022 individuos, con una edad

media de 76 afios y analizando 1111 fracturas de cadera y 3770 fracturas no
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vertebrales, se observé una reduccion de fractura de cadera del 30 % y de un
11 % de fractura no vertebral. El efecto aparecia Unicamente con dosis de
vitamina D de 800 Ul/dia ( Rango de 792 a 2000Ul/dia ) ( 85 ) . The US
Departament of Health and Human Services ( HHS ) realizd un nuevo
metandlisis incluyendo fracturas en varones y mujeres mayores de 50 anos. Se
analizaron 10 estudios aleatorizados, controlados con placebo, y 3 estudios
abiertos. Participaron 58712 individuos, sin obtener resultados favorables con
los suplementos de vitamina D ( 86 ) . El grupo DIPART condujo un metanalisis
donde participaron 68500 personas. El punto de corte de la edad era 47 anos.
Se observo una reduccidn del riesgo total de fractura ( OR 0.92, Cl 0.86-0.99 ) y
de fractura de cadera ( OR 0.84, Cl 0.70-1.01 ) que no era estadisticamente
significativo ( 87 ) . En 2014 se ha realizado un nuevo metanalisis incluyendo
estudios aleatorizados doble ciego y estudios abiertos, con un intervalo de
tratamiento variable. La reduccion de fracturas totales fue del 8 % y de un 16 %
de las fracturas de cadera ( 88 ).

Bonnen et al ( 89 ) realizaron un metanalisis que valord unicamente el efecto
sobre la fractura de cadera de suplementos de calcio y vitamina D. Fueron
analizados 45509 individuos , con una reduccion de fractura de cadera del 18 %
(OR0.82, ClI 0.71-0.94, p=0.0005 ). La mayor parte de los estudios muestran un
efecto beneficioso de los suplementos de vitamina D sobre reduccidon de
fracturas, principalmente en fractura de cadera

La conclusion de esta revision sobre el efecto de la vitamina D es la siguiente:

- Lavitamina D es esencial para conseguir una salud 6sea adecuada

- La hipovitaminosis D es frecuente en nuestra poblacidn en todos los

rangos de edad

- Suplementos de vitamina D de 800 Ul/dia reducen caidas y fracturas
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Receptor vitamina D

El receptor activo de la vitamina D ejerce su efecto a través de su unién a un
receptor cuya distribucidon por las diferentes células del organismo es muy
amplia. Se trata de un receptor nuclear que forma parte de la familia de los
factores de transcripcidon. Su caracteristica fundamental es su localizacidn
nuclear incluso en ausencia de ligando. Se encuentra asociado con complejos
correpresores que silencia la transcripcion. Como se ha comentado
previamente, la unidon del ligando al receptor requiere la presencia de RXR un
heterodimero que se une a elementos de respuesta de la vitamina D, positivos
o negativos. El heterodimero forma un complejo coactivador que permite la
transactivacion del gen diana por mecanismos directos e indirectos. El receptor
de la vitamina D regula la expresidon de genes afectados en diferentes funciones
bioldgicas, incluyendo desarrollo de &érganos, control del ciclo celular,
metabolismo fosfocalcico, detoxificacidon, control de la inmunidad innata y
adaptativa (90,91).

Su estructura consta de varias regiones ( Figura 8 ):

Dominio de unién a ligando localizado en la porcidn terminal COOH

- Regidn de heterodimerizacidn con el receptor del acido retinoico ( RXR )
- Dominio de unién al DNA ( Region N terminal )

- Lugar de unién a proteinas nucleares correguladoras

- Dominio de activacion de la funcion de heterodimerizacion en el extremo

C terminal ( regién de correguladores )
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Figura 8. Receptor vitamina D ( Adaptado de Dusso AJ et al. J Clin Endocrinol
Metab 1991; 72: 157-164 )

Se localiza en el brazo largo del cromosoma 12 y comprende una region de
aproximadamente 100 kb de DNA aunque Unicamente 4.6 Kb son los que
codifican la proteina. A nivel de este locus se han descrito mas de 900 variantes
alélicas. De todas ellas, algunas han sido asociadas a enfermedades crénicas.
Mediante el empleo de diversos enzimas de restriccion se han podido
identificar. Las mas estudiadas han sido Apal ( rs7975232 ), Bsml ( rs1544410),
Taql (rs731236 )y Fokl ( rs10735810) (92 ) . ( Figura9)

Estos polimorfismos producen codones silentes que incrementan la estabilidad
del RNAm del receptor. La Unica excepcidon es Fokl, cuyo sitio de restriccion
estd localizado en el exon 2 de la region codificante 5’. Este polimorfismo
ocasiona una proteina mas corta, con 3 aminoacidos menos, que ademas de
incrementar la estabilidad del receptor tiene una mayor actividad. La presencia
de estos polimorfismos se ha asociado a numerosas enfermedades crénicas
como diabetes tipo 2, artritis reumatoide, cardiopatia isquémica, cancer

enfermedades autoinmunes y enfermedades é6seas ( 93-96 ). Estas ultimas y
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mds concretamente la osteoporosis son las que tienen un mayor interés para

nuestro estudio.
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Figura 9. Localizacion polimorfismos receptor vitamina D ( Tomado de

Uitterlinden AG et al. Gene 2004; 338: 143-156)

Los diversos articulos que relacionan polimorfismos del receptor de la vitamina
D y masa 6sea no son concluyentes, probablemente por la heterogenicidad de
la poblacidon analizada. Thakinstian et al ( 97 ) encontraron una debil asociacion
, estadisticamente significativa, entre el alelo B del polimorfismo Bsml y baja
masa dsea lumbar. En un reciente metandlisis se encontrd una relacién entre
polimorfismos de Bsml y Apal y masa dsea en poblacion asidtica. Bsml mostro
asociacion con el riesgo de fractura de cadera pero no con Tagl ( 98 ) . Sin
embargo, no todos los estudios muestran los mismos efectos ( 99,100 ) .
Regulacion del receptor de vitamina D

La regulacion del receptor de la vitamina D viene determinada por factores

ambientales, genéticos y epigenéticos que interactian entre si.
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Los factores ambientales que regulan el receptor son la dieta, la exposicidon
solar, la edad, la polucidon y procesos infecciosos. Estos factores ambientales
actuarian modificando los niveles de vitamina D que regulan el receptor. No se
conoce el mecanismo pero se sospecha que modifica la cromatina nuclear a
través de cambios de histonas y metilacién o demetilacion de DNA, en
conjuncidn con correpresores y coactivadores. Otros factores que intervienen
son la adquisicién del precusor de la vitamina D asi como la produccién y la
actividad del ligando. Un tercer mecanismo seria la estabilizacidén de la proteina
del receptor a través de su ligando ( 101 ) .

El impacto de estos factores ambientales es mediado por mecanismos
epigenéticos y modulado por mecanismos genéticos. Dos GWAS ( Genome-
Wide association study ) analizaron diversos genes que guardan relacién con
los niveles circulantes de vitamina D. Estos polimorfismos eran rs1790349 y
rs127858878 ( relacionados con la sintesis de colesterol ); rs2060793 y
rs10741657 ( relacionados con CYPR1 ); rs6013897 ( relacionados con CYP24A1
); rs2282679,rs7041,rs1155563 ( relacionados con el transporte de la vitamina
D ). No se ha encontrado relacidon de ninguno de los polimorfismos del receptor
de la vitamina D con los niveles de vitamina D aunque estos polimorfismos
pudiera influir sobre la expresién y funcidn del receptor. Unicamente en
poblacidon diabética se han observado diferentes niveles de vitamina D como
respuesta a los suplementos en funcién del polimorfismo Fokl ( rs2228570 ).
Los pacientes ff presentan niveles mds bajos de vitamina D que los pacientes
FF, siendo la diferencia estadisticamente significativa ( 102,103 ) .

La regulacion de la funcidn genética por mecanismos epigenéticos puede
producirse en cuatro niveles, metilacion DNA, cambios de histona, RNA

codificante, variacién en proteinas “ holding “ mediada por prion ( 101 ).
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ISOFLAVONAS

La soja es una excelente fuente de proteinas bioldgicamente valiosa, con bajos
niveles de grasas saturadas, un alto contenido de fibra dietética y una
caracteristica Unica, un alto contenido en isoflavonas, todos los cuales son
factores clave en los beneficios que la soja tiene sobre el esqueleto ( 104 ) .

Las isoflavonas son sustancias no nutritivos que tienen un efecto beneficioso
sobre la salud ( 105 ) . Ellas son una subclase de flavonoides y su estructura
quimica se compone de un nucleo de flavona formada por dos anillos de
benceno unidos por un pirano heterociclico. Los principales isoflavonas
presentes en la soja son genisteina y daidzeina, junto con una pequeiia
cantidad de gliceteina ( 106 ) . Las isoflavonas estdn presentes en la soja como
glucésidos, pero se convierten en agliconas después de la fermentacion por
hidrélisis bacteriana. Aunque hay un pico en suero pequefio, después de una o
dos horas, el pico maximo en suero se alcanza 4-6 horas después de la ingesta.
La vida media es de 4-8 horas y todas las isoflavonas se excretan en 24 horas.
Sélo de un 30 a un 50% de las personas puede metabolizar la daidzeina en
isoflavandiol, equol, que desempeiia un papel clave en la respuesta clinica (
107 ).

Mecanismo de accidn de las isoflavonas en el esqueleto

La osteoporosis resulta de alteraciones en el hueso que causan un
desequilibrio entre la formacidn désea y la resorcién, con un predominio de la
resorcidon resultando en una reduccidn de la resistencia 6sea y la aparicion de
fracturas ( 28 ) siendo un elemento clave es la caida de estrégenos ( 108, 109 ).

Las isoflavonas se unen a los receptores estrogénicoas para desencadenar una
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serie de acciones que determinan su efecto beneficioso sobre el esqueleto (

Figura 10).
—
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Figura 10. Isoflavonas y hueso ( Modificado de Pérez-Castrillon JL et al. Cur

Wom Health Rev 2009; 5: 125-129)

Las isoflavonas se comportan como moduladores de los receptores
estrogénicos y pueden actuar como agonistas, agonistas parciales o
antagonistas. El efecto mediado a través de su enlace con el receptor,
predominantemente el receptor B, es un efecto gendmico. Se forma un
complejo con el receptor que interactia con el ADN nuclear modificando Ia
sintesis de proteinas ( 110 ) . En estudios in vitro con células MC3T3-E1, de
origen osteoblastico, la daidzeina incrementa la actividad de los osteoblastos,
gue se expresa por un aumento de actividad de la fosfatasa alcalina, sintesis
de ADN y mayor concentracion de fosfatasa alcalina en el sobrenadante ( 111 )

Por otro lado, la genisteina aumenta la produccién de OPG por los
osteoblastos e inhibe la actividad de NF-kB, reduce la sintesis de IL-6, una
citocina que aumenta la resorcidon 6sea ( 112 ) . A través de este mecanismo,
las isoflavonas son capaces de modular la via metabdlica RANK / RANKL / OPG .
Crisafulli et al ( 113 ) encontraron que la genisteina inhibe la produccién de

RANKL y aumenta la de osteoprotegerina relacionandose con los cambios en la
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masa 6sea y con un marcador de la resorcidn, desoxipiridinolina, en las mujeres
posmenopausicas sanas. El efecto era diferente del producido por los
estrogenos, que disminuyeron los niveles tanto de RANKL como de OPG.
Ademads, las isoflavonas ejercen otros efectos no mediados por genes ni
receptores, mas rapidos, a través de la modificacion de las vias metabdlicas
intracelulares tales como la proteina-tirosina-quinasa, fosfolipasa C vy
proteinquinasa activada por mitégenos (MAPK). Algunas de estas enzimas son
necesarias para la activacién de los osteoclastos, y su inhibicion produce un
aumento en la apoptosis de estas células. Sin embargo, para ejercer este
efecto, debe haber al menos un nivel minimo de estrégenos circulantes ( 114 ) .
Otros posibles efectos beneficiosos de las isoflavonas son el incremento de Ia
expresion del receptor de la vitamina D, lo que facilita la absorcién intestinal de
calcio y la mineralizacién, la reduccion de la angiogénesis, un efecto
antioxidante y la inhibicion de la actividad del enzima aromatasa ( 110, 114-
117).

El posible beneficio de las isoflavonas en la prevencidon y tratamiento de la
osteoporosis viene determinado por el aumento de actividad de los
osteoblastos asociado con una reduccidn en la resorcién dsea mediada por los
osteoclastos, que modifica el desequilibrio entre la formaciéon dsea y la

resorcion que es responsable de la osteoporosis postmenopausica.

Estudios clinicos

El interés en los posibles efectos beneficiosos de la soja en el tratamiento de la
osteoporosis se originé en la menor tasa de fracturas en los paises asiaticos con
una alta ingesta dietética de soja. Sin embargo, hay otros factores dietéticos

independientes que también pueden explicar estas diferencias. El papel
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terapéutico de las isoflavonas se ha analizado en los estudios observacionales y
de intervencion.

La revision de Mesina et al ( 118 ) incluyd 10 estudios observacionales, 9
transversales y un estudio prospectivo. Los estudios fueron heterogéneos con
respecto al tamafio de la muestra y la edad de la poblacién analizada . La masa
dsea se midid a nivel sities central y periférico y las dietas de isoflavonas eran
variables. La mayoria de estos estudios mostraron una asociacion positiva entre
el consumo de soja y la masa désea. En los que no encontré ningun efecto, se
midié la densidad mineral 6sea (DMO) en el calcaneo por ecografia, lo que
confirma que las isoflavonas no actian en esta localizacidon. Un estudio
prospectivo de 116 mujeres premenopadusicas encontré que la pérdida dsea en
la columna lumbar fue estadisticamente superior en el cuartil con la ingesta de
soja mas bajo (3,5%) que en el cuartil con mayor consumo (1,1%) (p = 0,05) (
119) .

El perimenopausal Women Study Osteoporosis de Hong Kong (HKPOST)
analizé los factores que determinan la pérdida de masa dsea durante el
periodo de la perimenopausia y la menopausia precoz en un grupo de 438
mujeres chinas seguidas durante 30 meses, 173 mujeres perdieron masa 6seay
236 no lo hicieron. El primer grupo tuvo un consumo de soja significativamente
menor; 3,7 + 3,88 frente a 5,2 + 6,19, respectivamente (p <0,01) (120).
Mesina et al ( 118 ) analizaron 15 estudios que evaluaron el impacto de la
soja, la proteina aislada de la soja o las isoflavonas, sobre la masa dsea en la
postmenopausia 0 en mujeres perimenopausicas. El tamafio de la muestra era
pequena,incluyendo menos de 100 sujetos todos los estudios, con un periodo
de seguimiento que oscilé6 entre 6 y 24 meses. Sélo cuatro estudios no

encontraron ningun efecto beneficioso. Los resultados sugieren que el
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consumo de altas dosis de flavonoides por jovenes mujeres postmenopdusicas
fue beneficioso.

Sin embargo la mayoria de estos ensayos carecian del rigor metodolégico
necesario para proporcionar resultados concluyentes. La mejor evidencia
cientifica proviene de ensayos clinicos aleatorizados con un tamano de muestra
adecuado y de los meta-analisis de este tipo de estudios .

En 2008, Ma DF et al ( 121 ) publicaron un metandlisis de 10 estudios que
incluia 608 pacientes. Los resultados mostraron un efecto beneficioso de
isoflavonas en una dosis> 90 mg / 24 h, observando los beneficios después de
6 meses. Liu et al ( 122 ) valoraron, en su metanalisis , estudios controlados con
un periodo de intervencion minimo de un afo. Se incluyeron 10 estudios con
896 mujeres con una ingesta media de soja de 87 mg/dia. Se observd un
incremento de la masa 6sea en columna lumbar del 0,4 % y del 0,2 % en cuello
femoral pero sin diferencias estadisticamente significativas.

Alexandersen et al ( 123 ) analizaron el efecto de la ipriflavona, un derivado
sintético de la daidzeina, en las mujeres europeas con un alto porcentaje de la
osteoporosis (71,6%). Un total de 234 mujeres post-menopdusicas se
incluyeron en el grupo de tratamiento y 240 en el grupo de placebo. Los
objetivos primarios fueron los cambios en la masa désea y marcadores del
remodelado a los 36 meses, aunque también se analizaron las fracturas
vertebrales. No se encontraron diferencias en los resultados entre los dos
grupos y el estudio concluyd que la ipriflavona no tuvo ningun efecto en esta
poblacidn.

Morabito et al ( 124 ) realizaron un estudio aleatorizado, controlado con
placebo en 90 mujeres post-menopdusicas de edad 47 a 57 afios, que fueron

divididos en tres grupos; placebo, estradiol y genisteina (57 mg / 24 h). La masa
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o0sea en la columna lumbar y la cadera aumentd significativamente en los
grupos de estradiol y la genisteina. En este grupo, se analizo el efecto de la
genisteina sobre el sistema RANKL / OPG.

Marini et al ( 125 ) llevd a cabo un ensayo clinico aleatorizado controlado con
placebo para evaluar el efecto de la genisteina. El estudio duré 24 meses e
incluyé 190 mujeres con osteopenia en cada grupo. El objetivo primario fueron
los cambios en la DMO lumbar. Se observd un aumento significativo en masa
dsea lumbar y femoral en pacientes tratados. También hubo una reduccidon en
los marcadores de resorcidon ésea (desoxipiridinolina urinaria) y un incremento
en marcadores de formacion (fosfatasa alcalina ésea) sin cambios en el grosor
endometrial. No se analizaron fracturas.

Diferentes resultados fueron encontrados por el grupo Phytos ( 126 ) , que
estudié una dieta enriquecida en isoflavonas con un consumo promedio de 110
mg / 24 horas. Cada grupo incluyé a 150 pacientes, de los cuales 237
completaron el estudio. Los objetivos primarios fueron los cambios en la masa
dsea y marcadores del remodelado a los 12 meses. No hubo diferencias entre
los grupos de placebo y de intervencion, a pesar de las altas tasas de
adherencia. Los efectos adversos, como en el estudio anterior, fueron similares
entre ambos grupos.

Sélo un estudio ha evaluado el efecto de las isoflavonas en la reduccion de
fracturas, Shanghai Health Study ( 127 ), que incluyd una cohorte de mujeres
posmenopausicas de 40 a 70 aios con un alto consumo de soja, que fueron
seguidos durante 54 meses. La cohorte incluydé 75.000 mujeres y encontrd una
reduccion en el riesgo de fractura del 48% dentro de los 10 afios de la
menopausia y el 39% en las mujeres con una evolucidn mas larga. El efecto se

observd en el quintil de las mujeres con la mayor ingesta después de ajustar
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por edad, factores de riesgo de osteoporosis, factores dietéticos y el nivel
socioeconémico.

Diversos metanalisis han tratado de valorar el efecto de las isoflavonas sobre
marcadores del remodelado dseo y densidad mineral 6sea. Ma et al ( 128 )
analizaron 432 individuos procedentes de 9 estudios. Se estudid la
deoxipiridinolina como marcador de resorcidn y la fosfatasa alcalina 6sea como
marcador de formacién. Se observd un descenso de la deoxipiridinolina en las
consumidoras de isoflavona, -2.08 nmol/mmol ( IC -3.82, -0,34 nmol/mmol ) .
La fosfatasa alcalina dsea se incrementd 1.48 ug/l ( IC 0.22-2,75 ug/l ) pero sin
ser estadisticamente significativo. El efecto era superior con dosis de isoflavona
inferiores a 90 mg/dia y menos de 12 semanas de tiempo de administracion. El
metandlisis demostrd un perfil beneficioso de las isoflavonas , inhibiendo los
marcadores de resorcion. Taku et al ( 129 ) publicaron un metanalisis mas
completo, con 10 estudios y 887 individuos. Se emplearon como marcadores
deoxipiridinolina urinaria, fosfatasa alcalina désea y osteocalcina. Los resultados
eran similares a los previos. La ingestion diaria de 56 mg de isoflavonas durante
periodos de 10 semanas a 12 meses produjo un descenso de deoxipiridinolina
de un 14 %, estadisticamente significativo. No se observaron cambios en otros
marcadores. . La conclusiéon de ambos metanalisis fue que el efecto de las
isoflavonas era mayor sobre marcadores de resorciéon aunque con valores
inferiores a los obtenidos con estrégenos y otros fdrmacos mas potentes.
Varios metandlisis han valorado el efecto de las isoflavonas sobre la densidad
mineral dsea. Los resultados no son uniformes dependiendo de los estudios
seleccionados, tiempo de administracion, tipo de suplementos y periodo de
seguimiento. Ma et al ( 130 ) analizaron 608 individuos en 10 estudios,

controlados con placebo. Encontraron un incremento estadisticamente
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significativo de la densidad mineral ésea en columna lumbar de 20.6 mg/cm? (
IC 4,5-36,6 mg/cm?”) y del contenido mineral éseo 0.93 ( IC 0,37-2,24 mg ) sin
ser estadisticamente significativo. El efecto se apreciaba con dosis superiores a
90 mg/dia y periodos de tratamiento superiores a 6 meses. Liu et al ( 131 )
analizaron 896 mujeres , procedentes de 10 estudios, con periodos de
seguimiento de al menos 1 afo y con una dosis media de 87 mg. Los cambios
de DMO en columna lumbar, cuello femoral y cadera total no eran
significativos. Los resultados no variaron al analizar diversos subgrupos que
tenian en cuenta la dosis, tipo de isoflavona y raza.

Tuku et al ( 132 ) analizaron 1240 mujeres procedentes de 12 estudios
randomizados donde se valoraba el efecto de extractos de isoflavona sobre la
DMO en columna lumbar. Los autores observaron que la ingesta de 82 mg /24
h, durante un minimo de 6 meses, incrementaba la DMO un 2,8 %, siendo los
resultados robustos. No se observaron efectos en cuello femoral y cadera total.
Se observaron diferencias en funcién de la duracién de la intervencion, de la
raza y de la DMO basal. Ricci et al ( 133 ) en nuevo metanalisis con 1433
mujeres no encontraron diferencias densitométricas. Wei et al ( 134 ) en 2012
han publicado un nuevo metanalisis con 19 estudios. Se valor¢ el efecto de los
suplementos sobre marcadores del remodelado y DMO. Las isoflavonas
incrementaban la DMO en columna lumbar y disminuia la deoxipidinolina
urinaria en un 23 %.

En conclusidon, la evidencia sugiere que las isoflavonas, especialmente
genisteina, pueden tener un efecto beneficioso sobre la masa dsea. El efecto es
mayor en la columna lumbar, donde el hueso trabecular es metabdlicamente
mas activo y tiene un mayor grado de remodelado. El efecto se produce en

mujeres postmenopadusicas, especialmente dentro de los 10 anos después de la
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menopausia y, eventualmente, a una dosis mayor de 90 mg / 24 h. Sin
embargo, son necesarios estudios mas amplios en los diferentes grupos étnicos

para determinar la posible utilidad clinica de estas sustancias.
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SINERGIA VITAMINA D-ISOFLAVONAS

Hay datos en la literatura, previamente comentados, que muestran el beneficio
de la administracion de isoflavonas y vitamina D sobre la salud dsea. No hay
estudios que muestren un efecto sinérgico de la administracion conjunta de
estas dos sustancias aunque tedricamente es posible. Estudios in vitro han
mostrado que las isoflavonas aumentan la expresion de receptores de vitamina
D en la superficie celular con lo que se podria potenciar la accidén de la vitamina
D ( 135 ) . Por otra parte, la administracion conjunta de vitamina D e
isoflavonas aumenta la concentraciéon plasmatica maxima de estas ultimas con
lo que podria conseguirse un mayor efecto. Por tanto, estos datos sugieren que
posiblemente pueda existir un efecto sinérgico de ambos elementos que podria
potenciar la accion individual de cada uno de ellos ( 136) .
Otros efectos descritos in vitro que podria explicar la sinergia entre ambas
sustancias serian que las isoflavonas podrian:
- Inhibir el enzima CYP24 que interviene en la degradacion del 1,25
dihidroxicolecalciferol y de su precursor 25-hidroxicolecalciferol lo que

incrementaria los niveles plasmaticos de los mismos ( 137 ).

- Estimular el enzima CYP27B1 que interviene en la sintesis de 1,25

dihidroxicolecalciferol ( 138 ) .

- Bloqueo de la prostaglandina E2 ( 139 ) . El papel de las prostaglandinas
en el metabolismo dseo no esta claramente establecido pudiendo tener
un efecto dual, perjudicial y beneficioso. Se ha observado que esta
prostaglandina es capaz de incrementar la resorcidn dsea actuando
sobre los osteoblastos e incrementado la produccion de RANKL ( 140 ) (

Figura 11)
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CAaLOTRO CawsTEN

Figura 11. Sinergia Vitamina D-Genisteina ( Tomado de Park CY et al.

Nutrients 2012; 4: 1610-1621 )
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HIPOTESIS
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HIPOTESIS

El incremento de los niveles de vitamina D, bien por efecto de la radiacién
ultravioleta bien por suplementos, inhibiria el remodelado 6seo en mujeres
con menopausia reciente pudiendo ser el efecto potenciado por la asociacion
de isoflavonas y ser modulado por polimorfismos genéticos del receptor de la

vitamina D
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OBIJETIVOS
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OBIJETIVOS

Valorar el efecto de tres procedimientos ( radiacién ultravioleta, cacio y
vitamina D y calcio, vitamina D y genisteina ) sobre marcadores de resorcién

osea ( CTX )y formacién dsea ( PINP ) tras doce semanas de tratamiento

Objetivo primario

Descenso de CTX y cambios en PINP tras doce semanas de tratamiento

Objetivos secundarios

- Cambios en PINP, PTHi, 25-hidroxicolecalciferol
- Determinar la prevalencia de hipovitaminosis D en esta poblacion
- Valorar los cambios del remodelado éseo en funcidon de los genotipos y

haplotipos del receptor de vitamina D
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METODOS
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Poblacion de estudio

La poblacion estudiada estaba constituida por mujeres postmenopausicas
sanas. El tamafio muestral sera de 50 pacientes por grupo. Este tamafio se ha
calculado teniendo en cuenta unas posibles pérdidas de un 15 % y para obtener
un descenso del remodelado 6seo de un 30 % con respecto al placebo. Un
metandlisis recientemente publicado ( 129 ) muestra que las isoflavonas
disminuyen el remodelado 6seo un 18 %, la asociacion de calcio y vitamina D
podria tener un efecto sinérgico incrementando este descenso del remodelado
a un 30 %. De acuerdo con estos datos un tamafio muestral de 47 casos nos
permitiria observar diferencias estadisticamente significativas

Criterios de inclusion

Mujeres postmenopausicas, con ausencia de reglas durante el ultimo afio y con
menos de 10 afios desde la menopausia, sanas.

Criterios de exclusion

Pacientes diagnosticadas de osteoporosis y aquellas que estén tomando

farmacos que modifiquen el metabolismo dseo
- Pacientes con fracturas clinicas previas por fragilidad
- Pacientes con litiasis renal
- Pacientes con hiperparatiroidismo primario
- Pacientes con enfermedad tiroidea
- Pacientes VIH

- Pacientes con neoplasias de menos de 5 afios
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- Pacientes que tengan en la historia evidencia de enfermedades,
medicaciones, alteraciones analiticas u otra circunstancia que pueda

alterar el desarrollo del estudio

METODOS

A todas las pacientes, en la visita inicial, se les realizd una historia clinica
sistematizada ( Anexo 1).

Las pacientes una vez confirmado que cumplian todos los criterios de
inclusiéon y ninguno de exclusidn, tras firmar el consentimiento informado (
Anexos 2 y 3 ) fueron fueron aleatorizadas, por un sistema informatico, a
tres grupos A ( placebo ), B ( calcio-vitamina D, 1000mg de calcio y 800 Ul
vitamina D ) y C ( calcio-vitamina D-isoflavona, 1000mg de calcio y 800 Ul
vitamina D y 90 mg de genisteina ) siendo el estudio doble ciego y
controlado por placebo. Tras las primeras visitas se realizé una final a las
12 semanas, para determinar la respuesta y presencia de efectos adversos.
El cumplimiento terapéutico se midid por el test de Morinsky-Green ( Anexo
4 ) ( 141) .En la visita inicial y final se realizdé una analitica realizandose el
estudio genético en la visita inicial

Analiticas

Se extrajo sangre, tras ayunas de 12 horas, en la consulta en el periodo
comprendido entre las 9 y las 12 horas. Se realizaran extracciones en las
visitas 1 y 3. Se envid la muestra al laboratorio del hospital universitario Rio
Hortega para la analitica basica. El suero del paciente se alicuotd en tubos
de 1 ml ( 3 por paciente ). Se envid una muestra al laboratorio de

Metabolismo del Calcio del Hospital Marques de Valdecilla para realizar las
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siguientes determinaciones : CTX, PINP, PTHi y 25-vitamina D y se guardd

sangre total en un tubo con EDTA para el estudio genético.

Analitica basica

- Determinaciéon de calcio, fdésforo, colesterol total, colesterol-LDL,
Colesterol-HDL mediante un autoanalizador (Technicon Dax
autoanalyser, Technicon Instruments, CO.USA ).

Marcadores de remodelado y hormonas reguladoras de calcemia

- PINP,

- beta-CTX

- 25-OH-Vitamina D

- PTHi

La determinacion se realizd mediante un método semiautomizado de

electroquimioluminiscencia (Elecsys 2010, Roche Diagnostics, GMBH,

Manhein, Alemania ). El PINP tenia un limite de deteccién de 5 ng/ml

(rango de referencia 20-76 ng/ml ) y el coeficiente de variacion intraensayo

e interensayo eran de 3,5 %y 3,5 % ( 142 ) . El coeficiente de variacién

intraensayo e interensayo para 3-CTX era de 4,2 % y 4,7 % respectivamente

y el limite de deteccion era de 0,01 ng/ml ( 143 ) . El limite de deteccidn de

vitamina D era 4 ng/ml, su coeficiente de variacién intraensayo era del 5 % y

de interensayo era del 8,5 %. Con respecto a la PTHi, su limite de deteccidn

era de 6 pg/ml, con un rango de 15-65 pg/ml. El coeficiente de variacion

intraensayo e interensayo eran de 5,4% y 5,9% respectivamente ( 143 ).
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Estudio genético. Tecnologia iPLEX GOLD Sequenom

Por las caracteristicas de la quimica y el sistema de deteccién con MALDI-TOF
se pueden analizar variaciones de una Unica base, ya sean cambios de dos
alelos o mas, e inserciones y deleciones de hasta 40 pares de bases. Para el
disefio se utiliza el software Assay Design v4.

El primer paso del proceso de genotipado es amplificar mediante una PCR
convencional la regién donde esta el SNP, para cada variante se disefian dos
cebadores de PCR que amplifican una region de unos 100 pares de bases. Las
reacciones no son individuales si no que en cada una podemos analizar
simultdneamente entre 1y 36 SNPs, reacciones multiplex, gracias al disefio de
cebadores de PCR compatibles. Tras esta amplificacion se realiza una
purificacion con el enzima SAP (shrimp alkaline phosphatase) para eliminar los
dNTPs empleados en el paso anterior. A continuacidn se realiza la reaccion de
extension SBE(single base extension); se disefia un tercer cebador por variante,
gue hibrida adyacente a la base polimdrfica y se afiade a este cebador la base
complementaria al SNP en 3’. En este paso cada cebador incrementa su
longitud un nucleétido, lo que implica un cambio en la masa del cebador; esto
nos permite identificar mediante espectrometria de masas qué nucléotido se
ha incorporado.

Posteriormente se preparan estos productos de extension para la
espectrometria de masas, para ello se incorpora una resina de intercambio

catiénico que va a eliminar todas las sales presentes, principalmente el Na* y el
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K', ya que generan artefactos en los espectros, y se afiade agua desionizada.
Los productos finales se transfieren mediante el robot RS1000 a un chip, que
tiene 384 posiciones con la matriz, acido 3-HPA, el volumen que se puntea en
cada punto con matriz es de 15 nL. Estos chips se leen en el espectrémetro de
masas MALDI-TOF, MA4 de Sequenom. Un laser ultravioleta, con una longitud
de onda de 337nm, irradia cada punto transfiriendo energia, lo que genera una
nube de iones que es acelerada a través de un campo eléctrico, posteriormente
los iones se dirigen hacia el detector en una zona libre de carga. El ratio m/z se
calcula partir del tiempo de vuelo y se obtiene un espectro de masas para cada
reaccion multiplex, empleando el software SpectroAcquire. Para cada SNV
tenemos tres posibles picos, uno correspondiente al cebador de extensidon en
aquellos casos donde no haya funcionado la reaccidn, otro si el cebador se ha
extendido para el nucleétido de menor masa y el tercero si el cebador ha
incorporado el nucledtido de masa mayor (Buetow KH 2001). Los espectros son
revisados manualmente empleando el software Typer Analyzer v4.

Genotipificacion de 3 SNPs se llevd a cabo por el CEGEN utilizando la
plataforma de Sequenom iPlex® MassARRAY, de acuerdo con las instrucciones
del fabricante (Sequenom, San Diego, CA). Genotipificacion fueron disenados
utilizando el software Sequenom MassARRAY Ensayo Designer 4.0. 11 SNPs se
genotipo en 1 ensayo, las reacciones de PCR se establecieron en un volumen de
5 | y contenia 20 ng de ADN molde, 1,25 x tampdn de PCR, 1,625 mM MgCl2,
500 mM dNTPs y 1 U / reaccidn del HotStar polimerasa Taq (Roche) . Un grupo
de cebadores de PCR (Metabion) se hizo a una concentracién final de cada
cebador de 100 nM. Las condiciones de ciclado térmico para la reaccion
consistid en una etapa inicial de desnaturalizacion a 94 ° C durante 15 minutos,

seguido por 45 ciclos de 94 ° C durante 20 segundos, 56 ° C durante 30
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segundos y 72 ° C durante 1 minuto, seguido por una etapa de extension final
de 72 ° C durante 3 minutos. Los productos de PCR se trataron con 0,5 U de
fosfatasa alcalina de camardn por incubacién a 37 ° C durante 40 min, seguido
de la inactivacion de la enzima por calentamiento a 85 ° C durante 5 min para
neutralizar dNTPs no incorporados.

Las reacciones ORO IPLEX se establecieron en un 9 | de volumen final y
contenian 0.222x IPLEX bufer Plus, mezcla terminaciéon 1x IPLEX y 1x IPLEX
enzima. Una mezcla de cebador de extensién (Metabion) se hizo para dar una
concentracion final de cada cebador entre 0,84 My 1,25 M. Las condiciones de
ciclado térmico para la reaccidn incluyen un paso inicial de desnaturalizacion a
94 ° C durante 30 segundos, seguido por 40 ciclos de 94 ° C durante 5
segundos, con un bucle interno 5 ciclos a 52 ° C durante 5 segundos y 80 ° C
durante 5 segundo, seguido por un paso de extension final de 72 ° C durante 3
minutos. El siguiente paso es para desalar los productos de reaccion de oro
IPLEX con resina Clean siguiendo el protocolo del fabricante. Los productos
desaladas se dispensaron en un 384 SpectroCHIP Il utilizando un
Nanodispenser RS1000 vy espectros fueron adquiridos utilizando el
espectrometro de masas MA4, seguido por la inspeccion manual de los
espectros por personal capacitado utilizando el software MassARRAY Typer,
version 4.0. Todos los ensayos se realizaron en placas de 384 pocillos, incluidos
los controles negativos y un trio de muestras Coriell (Na10830, Na10831 vy
Nal12147) para el control de calidad.

Se analizaron los siguientes SNPs empleando los siguientes pares de primers:
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1. rs1544410:

ACGTTGGATGAGAGCAGAGCCTGAGTATTG
ACGTTGGATGGAGGAACTAGATAAGCAGGG
2. rs731236:

ACGTTGGATGTTCTTCTCTATCCCCGTGCC
ACGTTGGATGTGTACGTCTGCAGTGTGTTG
3. rs7975232:

ACGTTGGATGTGCCGTTGAGTGTCTGTGTG
ACGTTGGATGTAGAGAAGAAGGCACAGGAG

Determinacion de Haplotipos

La estimacidon de haplotipos se realizé a partir de los haplotipos inferidos
mediante el uso del software PHASE (http://
depds.washington.edu/ventures/UW_Technology/Express_Licenses/Phasev2.p
hp ) ( 144 ). Phase realiza una inferencia de haplotipos siguiendo un sistema de
aproximacion bayesiano que incorpora una informacion inicial observada que
servird como guia para realizar las estimaciones de haplotipos no observados
previamente en la poblacién. Se utilizé el archivo “ out-pair “ de phase que
contiene asignacion de pares de haplotipos para cada individuo con su

probabilidad correspondiente

Estudio estadistico
El tamano muestral era de 50 participantes por grupo. Este tamafio se ha
calculado teniendo en cuenta unas posibles pérdidas de un 15 % y para obtener

un descenso del remodelado éseo de un 30 % con respecto al placebo.
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La base de datos y el analisis de los mismos se realizaron utilizando el programa
estadistico SPSS v.15.0 con licencia oficial de la Universidad de Valladolid. Las
variables continuas se describieron como media + DS (distribucidon normal),

mientras que las cualitativas lo fueron mediante frecuencias y porcentajes.

El test de Kolmogorov-Smirnov se usara para determinar la normalidad de las
distribuciones. Para estudiar la asociacidn entre variables cualitativas se utilizé
la prueba de Chi cuadrado con test exacto de Fisher o razén de verosimilitud
cuando las condiciones lo requirieron. Para estudiar las diferencias entre
medias se utilizaron los tests estadisticos paramétricos y no paramétricos
exigidos por las condiciones de aplicacion (t de Student, U de Mann-Whitney,
ANOVA con prueba post-hoc de Bonferroni, H de Kruskal-Wallis). El nivel de

significacion se considerard para una p < 0.05.

El analisis se realizd por protocolo pero como la adherencia fue muy elevada

los resultados por protocolo y por intencion de tratar fueron similares

Aspectos éticos
El trabajo fue aprobado por el Comité de Etico de Investigacion Clinica del
Hospital Universitario Rio Hortega y todos los pacientes firmaron un

consentimiento informado antes de iniciar el estudio ( Anexo 2,3,5)
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RESULTADQOS
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RESULTADQOS

Se incluyeron 151 pacientes derivados desde distintos centros de Salud del
area oeste de Valladolid.

Edad

La edad media de los pacientes fue de 55 afios con una desviacion estandar de
35 afos. El rango se extendia entre 45 y 66 aflos con una mediana de 55 anos.

En la Figura 12 podemos apreciar la distribucién de las edades

Frecuencia

DISTRIBUCION NORMAL
Figura 12. Distribucion de la edad de la poblacién estudiada

Datos Ginecoldgicos

Todas las mujeres eran postmenopausicas, criterio de inclusidn, de las que 132
( 87 % ) tuvieron una menopausia natural y 19 ( 13 % ) una menopausia
quirurgica. La edad media de la menopausia fue de 49 aios con una desviacion
estandar de 3,8 afos. El rango de edad variaba entre 37 y 57 anos. La
medianfue de 50 afios. La menarquia ocurrié a los 13 afnos con una desviacion

estandar de 1,2 afios, un rango de 9 a 16 afios y una mediana de 13 afios.
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La media de hijos fue de 1,79 por mujer con una desviacidon estandar de 0,8. El
rango oscilé entre 0 y 4 siendo la mediana de 2 hijos. La mujeres que realizaron
lactancia fue de 114 ( 75 % ) con una media de 7,8 meses y una desviacion
estandar de 7,3 siendo el rango de lactancia entre 1 y 60 meses.

Las figuras muestran la distribucién de las edades de menopausia, menarquia y

de los meses de lactancia ( Figura 13,14y 15)

Edad menarquia
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Edad menarguia

Figura 13. Edad de menarquia
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Edad menopausia
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Figura 14. Edad de menopausia
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Figura 15. Meses de lactancia acumulada
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Habitos

Un total de 46 mujeres ( 30,5 % ) eran fumadoras activas, 76 mujeres ( 50 % )
no fumadorasy 29 ( 19,2 % ) exfumadoras. La media de consumo de cigarrillos
de las fumadoras fue de 11 con una desviacion estandar de 7. La mayor parte
no consumia alcohol, 141 ( 93 % ) mientras que 10 ( 6 % ) ingeria alcohol
aunque en cantidad pequena, un total de 7 gr/dia con una desviacion
estandar de 2,6 gr y un rango de 5 a 10 gr/dia. La ingesta de café se observd en
111 mujeres ( 73 % ) con una media de 2 tazas/dia. Realizaban ejercicio un
importante numero de mujeres, 30 ( 20 % ) con actividad fisica moderada y 96 (
63 % ) con actividad fisica intensa. Unicamente 25 tenian una vida sedentaria.
Las figuras muestran la distribucién del consumo de cigarrillo, de gramos de

alcohol y tazas de café al dia

n® cigarrillos/dia

Frecuencia
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n® cigarrillos/dia

Figura 16. Consumo cigarrillos/dia
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Figura 18. Consumo café/dia
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Ingesta de Calcio

El consumo de calcio calculado mediante una encuesta dietética realizada
Unicamente con el calcio obtenido a partir de productos lacteos, era de 645
mg/dia con una desviacion estandar de 335 mg/dia. Si una dieta normal
produce un incremento de 300 mg/dia, la mayor parte de las mujeres ingeria
menos de 1200 mg/dia que es la cantidad recomendada en mujeres

postmenopausicas

Ingesta habitual de calcio
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Figura 19. Ingesta de calcio en productos lacteos
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Fracturas

Un total de 14 mujeres ( 9 % ) tenian una fractura por fragilidad previa ( Figura
20 ). Eran fracturas de colles en su totalidad y 15 mujeres tenian antecedentes

de fractura de cadera en familiares de primer grado ( Figura 20)

AP frx fragilidad
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Figura 20. Antecedentes de fracturas por fragilidad
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Frx cadera familiar
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Figura 21. Antecedentes de fracturas de cadera en familiares de primer grado

Caidas
Un total de 29 mujeres habian sufrido al menos una caida ( 19 % ) en el ultimo
afo ( Figura 22 ) y todas ellas , salvo una, eran capaces de levantarse de una

silla sin ayuda
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Figura 22. Caidas en el ultimo afio

Farmacos

La comorbilidad global de estas mujeres era muy pequefia, por ello pocas
mujeres estaban tomando farmacos que pudieran afectar al metabolismo dseo.
9 mujeres ( 6 % ) tomaban tiazidas, 3 ( 2 % ) eran tratadas con
betabloqueantes, 15 ( 10 % ) recibian estatinas y 1 ( 0,7 % ) inhalaban

corticoides.
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Datos de exploracion

La talla media era de 159 cm con una desviacidon estandar de 6 cm. El rango
oscilaba entre 142 cm y 174 cm con una mediana de 159 cm. El peso medio era
de 63 Kg con una desviacion estandar de 10 Kg, un rango de 42 a 107 Kg y una
mediana de 63 Kg. El indice de Masa Corporal ( IMC ) era de 25 con una
desviacion estandar de 4, un rango entre 17 y 44 y una mediana de 24,5. La
mavyor parte de las mujeres no tenian sobrepeso ni eran obesas.

Las figuras muestran los histogramas de estas variables
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Figura 23. Talla de la poblacion
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Figura 24. Distribucidon del peso de la poblacién
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Figura 25. Distribucion del Indice de Masa Corporal ( IMC ) de la poblacion
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Datos del metabolismo fosfocalcico

El valor medio del calcio fue de 9,47 + 0,40 mg/dl con un rango entre 8,5y
11,46 mg/dl y una mediana de 9,42 mg/dl. Habia una paciente con un calcio
inicial de 11,42 mg/dl acompafiado de una PTH ( paratohormona ) elevada que
fue diagostica de hiperparatiroidismo asintomatico siendo excluida del estudio.

La Figura 26 muestra la distribucion del mismo
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Figura 26. Distribucion del calcio en la poblacién estudiada
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Vitamina D ( 25-hidroxicolecalciferol )

La media de 25-hidroxicolecalciferol ( 250HD ) fue de 24 ng/ml con una
desviacidon estandar de 9,5 ng/ml y un rango entre 8,9 ng/ml y 56 ng/ml. La
media fue de 23 ng/ml. La figura 27 muestra la distribucion de los niveles de

vitamina D
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Figura 27. Distribucion de los niveles de vitamina D
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Figura 28. Porcentaje de mujeres con insuficiencia de vitamina D. Estudio

inicial

El porcentaje de mujeres con insuficiencia de vitamina D ( 250HD < 30 ng/ml )

erade un 75 % ( 113 mujeres ).

Al final del estudio con los diferentes tratamientos empleados se observod una
disminucion significativa de las mujeres con insuficiencia de vitamina D que

pasdé de un 75 % a un 46 %.
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Figura 29. Porcentaje de mujeres con insuficiencia de vitamina D al final del
estudio

La diferencia de mujeres, principio y final del estudio, con insuficiencia de
vitamina D era estadisticamente significativa p= 0,0001

El porcentaje de mujeres con deficiencia de vitamina D ( 250HD < 20 ng/ml )

fue de un 39 % ( Figura 30)

109



60,0% -

je

40,0% -

Porcenta

20,0%

0,0% T T
>=20 <20

Deficiencia Vit. D inicial
Barras de error: 95% IC

Figura 30. Mujeres con deficiencia de vitamina D al inicio del estudio

Al final del estudio el porcentaje de mujeres con deficiencia de vitamina D (
250HD< 20ng/ml ) fue de 11 % siendo la diferencia estadisticamente

significativa ( Figura 31)

100,09% -

B0.0%

je

60.0%

Porcenta,

40.0% =

20,0% =

0.0% T

Deficiencia Vit. D final
Barras de error: 5% IC

Figura 31. Porcentaje de mujeres con deficiencia de Vitamina D al final del
estudio
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Paratohormona ( PTH)

La concentracion plasmatica media de la PTH fue de 36 + 13 pg/ml con un

rango entre 5,5y 85 pg/ml. La mediana era de 35 pg/ml ( Figura 31)
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Figura 32. Distribucion de la paratohormona en la poblacion
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Marcadores de remodelado 6seo

- Marcador de resorcion

La media de CTX era de 0,320 ng/ml con una desviacidon estandar de 0,14
ng/ml. El rango se extendia entre 0,043 y 0,814 siendo la mediana de 0,298 (
Figura 33)
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Figura 33. Distribucion de CTX

Marcador de formacion ( PINP)
El valor medio de PINP era de 50 nmol/mg con una desviacién estandar de 20
nmol/mg de creatinina. El rango se extendia entre 19 y 209 nmol/mg creatinina

con una mediana de 56 nmol/mg de creatinina ( Figura 34 )
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Figura 34. Distribucion de marcador de formaciéon, PINP

Correlaciones

Se considerd el total de la poblacion para establecer correlaciones bivariadas
entre vitamina D, PTH, CTX y PINP. En la poblacién inicial se observaba una
correlaciéon negativa entre 250HD y PTHi ( r: -0,305, p=0001) y una correlacién
positiva entre PTHi y CTX ( r:0,158, p=0,05 ) aunque en este caso la correlacion
era debil. Al final de las 12 semanas, con los distintos procedimientos
terapéuticos empleados, no se observd ninguna correlacion estadisticamente

significativa
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DISTRIBUCION DE LOS PACIENTES

Las mujeres del estudio fueron distribuidas de forma aleatorizada en tres

grupos:

1. Mujeres que no recibian suplementos, el incremento de vitamina D se

podria producir a expensas de la radiacién ultravioleta de la luz solar ( 49

mujeres ).

2. Mujeres que recibian suplementos de calcio ( 1000 mg/dia ) y vitamina D

( 800 Ul/dia ) ( 52 mujeres)

3. Mujeres que recibian suplementos de calcio ( 1000 mg/dia ), vitamina D (

800 Ul/dia ) y genisteina ( 90 mg /dia ) ( 50 mujeres )
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CARACTERISTICAS DE LOS GRUPOS

Datos clinicos
En las siguientes tablas aparecen reflejadas las caracteristicas de cada uno de

los grupos para determinar si son homogéneos

Radiacion Calcio + Calcio+ vitaminaD+ |p
solar Vitamina D Isoflavona
Edad ( anos) 55+3 55+3 55+4 >0,05
Menarquia ( afios | 13+ 1.3 13+1.1 13+1.2 >0,05
)
Menopausia ( 49 + 4 50+3 48 + 4 >0,05
afos )
Paridad 1.8+0.7 1.9+£0.8 1.7+0.9 >0,05
Lactancia (meses | 8+ 5 76 9+9 >0,05
)
Menopausia 3(6%) 4(8%) 12 (24 %) 0,012
quirudrgica

Tabla 3. Caracteristicas ginecologicas

La tabla 3 muestra los datos ginecolégicos de las mujeres de los tres grupos
siendo comparables, sin diferencias estadisticamente significativas salvo en un
dato, menopausia quirurgica. El porcentaje de mujeres con menopausia
quirdrgica era superior, de forma estadisticamente significativa, en el grupo
gue recibid suplementos de calcio, vitamina D e isoflavonas. Estas mujeres
podrian tener un mayor riesgo de baja masa dsea con lo que el beneficio de los

suplementos podria ser superior.
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Radiacion Calcio + Calcio+ vitamina D + p
solar Vitamina D Isoflavona
Cigarros/dia 11+5 13+9 10+6 >0,05
Gramos 7+3 7+3 8+4 >0,05
alcohol/dia
Tazas café/dia 2,4+1,7 2+1 2,1+1,4 >0,05

Tabla 4. Habitos toxicos

La presencia de habitos téxicos ( tabaco, alcohol y consumo excesivo de café )
gue pueden ejercer un efecto perjudicial sobre el remodelado dseo es similar
entre los tres grupos, sin diferencias estadisticamente significativas entre los
mismos. Llama la atencion que la ingesta de alcohol es pequefia lo que puede

ser un dato beneficioso

Radiacion Calcio + Calcio+ vitaminaD+ | P
solar Vitamina D Isoflavona
Consumo calcio 610 + 293 627 + 346 648 + 362 >0,05
mg/dia
Actividad Fisica 5(10%) 15(29 %) 5(10%) 0,025
Sedentaria

Tabla 5. Ingesta de calcio y actividad fisica
La ingesta de calcio es similar en los tres grupos. Hay que tener en cuenta que

la cantidad de calcio expresada es la derivada de los productos lacteos. Habria
gue afadirle la procedente de otros alimentos de la dieta que corresponde
aproximadamente a unos 300 mg/dia en individuos con dieta normal. En todos
los casos la cantidad recibida es inferior a la recomendada para mujeres
postmenopausicas ( 1000-1200 mg/dia ).

La actividad fisica es similar en el grupo sometido a radiacién solar y el grupo

qgue recibe suplementos de calcio, vitamina D e isoflavonas. El grupo que
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recibid calcio y vitamina D presenta un mayor sedentarismo. Sin embargo,

debemos considerar que globalmente todas las mujeres realizan una actividad

fisica razonable.

Radiacion Calcio + Calcio+ vitamina D + P
solar Vitamina D Isoflavona
Fracturas por 3(6%) 7(14%) 4(8%) >0,05
fragilidad
Fracturas 0(0%) 9(17%) 6(12%) >0,05
familiares

Tabla 6. Antecedentes de fracturas
No existen diferencias entre los tres grupos ni en la presencia de fracturas por

fragilidad que podria ser un dato que indicara una menor resistencia dsea y no
hay diferencias en fracturas de cadera familiares. Este ultimo dato es un
elemento que forma parte del FRAX, escala de riesgo de fractura patrocinada

por la Organizacién Mundial de la Salud ( OMS )

Radiacion Calcio + Vitamina | Calcio+ vitamina D + P
solar D Isoflavona
Talla 159 +7 158 +5 1596 >0,05
cm
Peso 64 +11 62 +10 64 £ 10 >0,05
Kg
IMC 255 2514 2514 >0,05

Tabla 7. Datos de exploraciodn fisica

Los datos de talla, peso e Indice de Masa corporal ( IMC ) son similares entre
los tres grupos. El IMC muestra un valor media de 25 que esta fuera del rango
de bajo peso que seria un factor de riesgo de osteoporosis y esta fuera del

rango de sobrepeso que seria un factor protector de osteoporosis
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Parametros del Metabolismo Fosfocalcico

Radiacion Calcio + Calcio+ vitaminaD+ | P
solar Vitamina D Isoflavona
Calcio ( mg/dl) 9,4+0,23 9,5+0,28 9,5+0,36 >0,05
250HD (ng/ml) |23 +9 26 + 10 24 +9 >0,05
PTHi ( pg/ml) 39+13 31+8 38+15 0,006
CTX (ng/ml) 0,346 + 0,320+0,15 |0,296+0,13 >0,05
0,15
P1INP ( nmol/mg 58 + 22 61+ 22 60 £ 30 >0,05
proteina)

Tabla 8. Tabla. Parametros Metabolismo Fosfocalcico

Los tres grupos son comparables sin existir diferencias estadisticamente
significativas en las caracteristicas de la poblacién, salvo un mayor porcentaje
de mujeres sedentarias en grupo que recibia calcio y vitamina D y un mayor
numero de mujeres con menopausia quirdrgica en el grupo que recibiod
isoflavonas. Los datos de la exploracidon y analiticos son similares. No habia
diferencias , estadisticamente significativa, entre los tres grupos en las mujeres
con deficiencia de vitamina D (51 %, 31 %y 36 % ). Tampoco se observaron
diferencias, estadisticamente significativas, en los porcentajes de insuficiencia

de vitamina D ( 80 %, 65 %, 80 % )
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EFECTO DE LAS DIFERENTES ACTUACIONES SOBRE LOS PARAMETROS

ANALITICOS DEL METABOLISMO OSEO

Grupo sin suplementos, efecto de la radiacidn ultravioleta

Inicial Final p
Calcio ( mg/dl) 9,42 +£0,23 | 9,37+0,38 | >0,05
250HD ( ng/ml) 2319 29110 0,0001
PTHi ( pg/ml) 39+13 21+12 0,0001
CTX ( ng/ml) 0,345 + 0,308 £ 0,037
0,15 0,14
P1INP nmol/mg 58 + 22 52+20 0,008

creatinina)

Tabla 9. Efecto de la radiacion ultravioleta sobre parametros del metabolismo

fosfocalcico

El efecto de la radiacidn solar es claramente positivo. Se incrementa de forma

estadisticamente significativa los niveles de vitamina D y disminuyen los de la

PTH, como consecuencia se produce una inhibicion del remodelado 6éseo,

disminuye CTX y P1INP. Estos datos muestran un perfil favorable sobre la salud

osea. En la tabla 10 se observan el nimero de horas de sol que hubo en el afio

2013 en Valladolid distribuido por meses
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Valladolid

Namero de horas de sol
2009 2 2408 254 1 068 2818

200 511 2278 12448 2764 ) 85 558 2540
am 633 71443 2840 £ i
2012 Al 2724 2384 282 320 3 2 643
2013 408 PR 2182 2738 290 381 A2 04 2561
2012 Diciembre <] 13 1 110 s 55 ] [
2013 Enero €9 L 4 ¢
Febrero 48 12 78 0 12 81 22 34
Marzo 120 LY} 108 126 42 122 139 14 136
Abri 48 5 181 224 a8 2 208 219
Mayo 38 243 97 pi- e 2 2 255
Junio 63 27 257 315 us K rds 03 ) 336
Julio 2'6 310 347 358 335 K1) 0 *»h 38
Agosto 85 318 ja 373 30 354 36
Septiembee 3 n 268 27 20 283 233 251

Octubee 28 207 162 il 26 215 97 190
Neviembre 36 18 63 . 57 122 4 1€
Dicienbre ! 7 ¥ ¢ 37 14!

Precipitacion acuosa (milimetros)
2009 1179 W28 ol I 3124 380 ¢ 485 196 3 390 7

2010 1283 a2 06,1 5594 4
am 8422 6.7 04,7 524 58 kLo
012 1.066,3 3403 4101 Wae 365, 1 377 M58
2013 1372 33 ¢ 61 4 5059 4372 06 ! £33 481 4
2012 Dicientwre 9,1 16 438 K 12,1 260 410 234 pack
2013 Enero 26,7 u 84,7 582 46 66,0 410 34,0
Febrero 09 7 37,1 LY 2 3t 306 254 234
Marzo %1 M0 158 100 a7 6 iR %nEe 1288 124 6
Abri i 336 2 %0 36 404 214 56,2 66
Mayo 13 %2 62,1 28 N3 €9.6 0.1 17
Junio ) 150 L 6 52 1 84 [
Julio 128 44 a0 £k 15 82 22 i3 Pt
Agosto ri-X] 100 21 a0 0 50 1
SCDUC"‘-D‘C 76,0 MK 2848 =3 614 274 ik 518
Octubee 44 A na 146 5 04 58 730 (Y3
Noviembre 2482 22 506 45 8 234 54 66

Diciembre 72,1 613 526 612 al -

Fusnte de informacion: Agencia Exiatal de Metsorologla

Tabla 10. Numero horas de sol en Valladolid

La tabla muestra que durante los meses previos a la extraccion, las horas de sol
mensual son claramente inferiores a las de los meses de verano, asociandose a
un claro descenso del niumero de precipitaciones. Estos datos indican la mayor

radiacion ultravioleta durante estos meses
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Grupo de suplementos con calcio y vitamina D

Inicial Final p
Calcio ( mg/dl) 9,49 +£0.28 | 9,46 £ 0.40 | >0,05
250HD ( ng/ml) 25+10 33+8 0,0001
PTHi ( pg/ml) 32+8 18 £ 10 0,0001
CTX ( ng/ml) 0,322 0,307 + >0,05

0,15 0,15
P1INP nmol/mg 59 + 20 52+21 0,002
creatinina)

Tabla 11. Efecto de los suplementos de calcio y vitamina D radiacidn sobre

parametros del metabolismo fosfocalcico

La administracidon de suplementos de calcio y vitamina D tiene un efecto similar
al de la radiacién ultravioleta. Se incrementan los niveles de vitamina D,
disminuye la PTH y disminuye PINP de forma estadisticamente significativa. El

descenso de CTX no es significativo

Grupo de suplementos de calcio, vitamina D y genisteina

Inicial Final P
Calcio ( mg/dl) 9,5+0,38 |9,42+0,49 |>0,05
250HD ( ng/ml) 24 +9 31+8 0,0001
PTHi ( pg/ml ) 38+ 16 22+ 11 0,0001
CTX ( ng/ml) 0,299 + 0,283 + >0,05

0,13 0,10
P1NP nmol/mg 58 £+ 28 47 + 18 0,0001
creatinina)

Tabla 12. Efecto de suplementos de calcio, vitamina D y genisteina sobre

parametros del metabolismo fosfocalcico




La administraciéon de suplementos de calcio, vitamina D y genisteina produjo un
efecto similar al observado con calcio y vitamina D sin que la isoflavona
incrementara los efectos conseguidos con calcio y vitamina

Comparacion entre grupos

Al comparar los efectos de las tres actuaciones sobre los pardmetros del
metabolismo del calcio no se observaron diferencias significativas entre los
mismos. El efecto es similar en los diferentes procedimientos empleados para
incrementar los niveles de vitamina D que al suprimir la PTH consigue un efecto
beneficios sobre el remodelado dseo. En las graficas pueden observarse estos
datos. Se denomina A al derivado de la radiacion ultravioleta, B a los
suplementos de calcio y vitamina D y C a los suplementos de calcio, vitamina D

y genisteina
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Figura 35. Efecto sobre la vitamina D de los tres procedimientos empleados (
A: Radiacion ultravioleta, B: Suplementos de calcio y vitamina D, C:

Suplementos de Calcio, vitamina D y genisteina )
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Figura 36. Efecto sobre la PTH de los tres procedimientos empleados ( A:
Radiacion ultravioleta, B: Suplementos de calcio y vitamina D, C: Suplementos

de Calcio, vitamina D y genisteina )
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Figura 37. Efecto sobre CTX de los tres procedimientos empleados ( A:
Radiacion ultravioleta, B: Suplementos de calcio y vitamina D, C: Suplementos

de Calcio, vitamina D y genisteina )
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Figura 38. Efecto sobre P1NP de los tres procedimientos empleados ( A:
Radiacion ultravioleta, B: Suplementos de calcio y vitamina D, C: Suplementos

de Calcio, vitamina D y genisteina )
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Adherencia al tratamiento

La adherencia al tratamiento fue valorada mediante el test de Morinski-Green
consiguiéndose una adherencia muy elevada, 130 individuos ( 88 % ) tenian
una adherencia muy elevada y 4 individuos ( 3 % ) con adherencia moderada.
Unicamente en 9 individuos ( 6 % ) la adherencia fue baja. La distribucién fue
similar entre los tres tipos de actuacidn, sin diferencias estadisticas entre los
mismos. Estos datos indican una buena calidad en la realizacion del estudio,
teniendo en cuenta ademds que no se perdid ningun individuo. A ello
contribuyd la duracién del estudio, 12 semanas, y los escasos efectos adversos.

Solo destacar la presencia de meteorismo en 13 pacientes
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NUTRIGENETICA

El estudio nutrigenético se ha realizado con el total de la poblacién. En los
datos previos se ha observado que los tres grupos, de forma basal son
comparables y la respuesta de las mujeres a los tres suplementos nutricionales
empleados, placebo ( radiacidn ultravioleta ), suplementos de calcio y vitamina
D y suplementos de calcio, vitamina D y genisteina., han sido similares. Esto
permite analizar de forma conjunta el total de la poblacién incrementando la
potencia estadistica del analisis.

Se han analizado tres SNPs localizados muy préoximos entre si en la regién
amino terminal del brazo largo del cromosoma 11. La proximidad entre los
mismos determina que, muy posiblemente, la trasmision se realice
conjuntamente. Ello ha determinado que en el andlisis se hayan incluido
haplotipos.

En funcién de los alelos y los haplotipos se ha valorado su influencia en las
cifras basales de los marcadores del remodelado éseo, vitamina D y PTH y los
cambios de estos parametros de forma global y en funcién de los
procedimientos nutricionales empleados. Finalmente, se han dividido las
mujeres en dos grupos, respondedoras y no respondedoras en funcién de los
niveles de vitamina D alcanzado a los tres meses. El punto de corte establecido
fue de 20 ng/ml. Los SNPs analizados han sido el rs144410 ( Bsml ), rs731236 (
Taqgl ) y rs7975232 ( Apal ).
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Rs 1544410 ( Bsml )

El cambio de base producido en este polimorfismo es A>G. Cladsicamente los
genotipos observados se han denominado BB,Bb y bb. En presencia del alelo A
se asignaria alelo B y al alelo G le asignariamos b. La distribucion de los

genotipos seria la siguiente:

- BB:24(17%)
- Bb:73(51%)
- Bb:45(32%)

La Figura 39 muestra la representacion grafica de estos porcentajes
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Figura 39. Representacion grafica de la distribucion de los genotipos del
rs1544410
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CTXi PINPi 250HDi PTHi
Bb 0,331+0,12 61+ 24 259 37+14
Bb 0,319+0,15 61+ 28 24 +9 36+11
BB 0,307 +0,15 54 +16 21+10 33+16

Tabla 13. Valores iniciales y genotipo del SNP Bsml
Los valores iniciales no presentaban diferencias en funcién del genotipo

Dif CTX DifPINP Dif 250HD Dif PTH
bb -0,037 £ 0,12 -11+13 6+5 -17+14
Bb -0,011 £ 0,08 -8+18 87 -16 + 14
BB -0,019 £ 0,12 -3+1 77 -14 + 15

Tabla 14. Respuesta de los marcadores, vitamina D y PTH en funcion de los
genotipos. Poblacion total

La respuesta de las mujeres a los suplementos no dependia del genotipo, no
existiendo diferencias estadisticamente significativas en funcién del genotipo

presente.
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DIFCTX DIFPINP DIF25VITAMINA D DIF PTH
Bb Bb BB Bb Bb BB bb Bb BB bb Bb BB
-0,047 £ 0,10 -0,033+0,15 [ -0,029+0,06 |-5%8 -5+ 17 -5+8 46 8+8 5+7 |-17+x16 |[-22+13 |-9%1
-0,016 £ 0,11 -0,019+0,12 | -0,031+£0,10 |-12+17 |-9%15 -4+14 |76 7+ 8 9+6 |-10+11 |(-14+13 |-16+%
-0,043+£0,13 -0,035+0,09 | -0,041+£0,09 |-13+11 |-10+22 -9%6 6+5 8+7 7+5 -21+14 | -9+13 -20

Tabla 15. Respuesta de los marcadores, vitamina D y PTH en funcidn de los genotipos. Poblacion total divida en

funcidon de los suplementos A radiacidn solar, B Ca+vit D, C Ca+ vit D +genisteina
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La respuesta de las mujeres, divididas en funciéon de los suplementos
administrados, no dependia del genotipo, no existiendo diferencias

estadisticamente significativas en funcion del genotipo presente.
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rs731236 (Taql)

El cambio de base producido en este polimorfismo es C>T. Cldsicamente los
genotipos observados se han denominado TT, Tt y tt. En presencia del alelo T
se asignaria alelo T y al alelo C le asignariamos t. La distribucién de los
genotipos seria la siguiente:

- TT:51(35%)
- Tt:73(49%)
- tt:24(16%)
La Figura 40 muestra la representacion grafica de estos porcentajes

Figura 40.
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CTXi PINPi 250HDi PTHi
T 0,322 +0,13 59+ 25 259 37+13
Tt 0,318 +£0,15 61+ 28 249 365
tt 0,314 +0,15 54 +16 22+10 11+5

Tabla 16. Valores iniciales y genotipo del SNP Taq|
Los valores iniciales no presentaban diferencias en funcién del genotipo

Dif CTX DifPINP Dif 250HD Dif PTH
T -0,032 £ 0,12 -11+12 6+5 -16 + 14
Tt -0,012 £ 0,13 -8+18 8+7 -15+16
tt -0,014 £ 0,09 -3+11 77 -16 £+ 12

Tabla 17. Respuesta de los marcadores, vitamina D y PTH en funcion de los
genotipos. Poblacion total

La respuesta de las mujeres a los suplementos no dependia del genotipo, no
existiendo diferencias estadisticamente significativas en funcién del genotipo

presente.
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DifCTX DifPINP Dif25Vitamina D Dif PTH
T Tt tt 1T Tt tt 1T Tt tt 1T Tt tt
-0,049+0,10 | -0,029+0,15 -0,037+0,06 | -5x17 -6+8 -4+6 4+6 8+8 4+7 -18+15 -20+17 -13+9
-0,001+0,11 | -0,028+0,12 -0,010+0,11 | -11+16 -10+16 -4+14 8+6 7+7 9+6 -8+13 -15+12 -16+9
-0,044+0,13 | -0,035+0,10 -0,012+0,12 | -13+11 -10+22 -9+6 6+5 8+7 7+10 -21+14 -9+13 -20+18

Tabla 18. Respuesta de los marcadores, vitamina D y PTH en funcidn de los genotipos. Poblacion total divida en

funcidon de los suplementos, A radiacion solar, B Ca+vit D, C Ca+ vit D +genisteina
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La respuesta de las mujeres, divididas en funciéon de los suplementos
administrados, no dependia del genotipo, no existiendo diferencias

estadisticamente significativas en funcion del genotipo presente.

137



rs7975232 (Apal )

El cambio de base producido en este polimorfismo es C>T. Cldsicamente los
genotipos observados se han denominado AA, Aa y aa. En presencia del alelo A
se asignaria alelo A y al alelo C le asignariamos a. La distribuciéon de los
genotipos seria la siguiente:

- AA:47(32%)
- Aa:68(46%)
- aa:33(22%)

La Figura 41 muestra la representacion grafica de estos porcentajes

rs7975232
# No Call(D) C(42) CA(30) A(66)
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CTXi PINPi 250HDi PTHi
AA 0,328+0,16 58+19 23+10 35+13
Aa 0,311+0,15 60+28 24+10 36x13
aa 0,320=+0,10 61+28 24+8 37+12

Tabla 19. Valores iniciales y genotipo del SNP Taq|
Los valores iniciales no presentaban diferencias en funcidn del genotipo

Dif CTX DifPINP Dif 250HD Dif PTH
AA -0,216+0,10 -7+11 6+7 -15+14
Aa -0,009+0,14 -8+19 8+7 -15+15
aa -0,037+0,12 -10+13 6+5 -18+13

Tabla 20. Respuesta de los marcadores, vitamina D y PTH en funcion de los
genotipos. Poblacion total

La respuesta de las mujeres a los suplementos no dependia del genotipo, no

existiendo diferencias estadisticamente significativas en funcién del genotipo

presente.
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Tabla 21. Respuesta de los marcadores, vitamina D y PTH en funcidn de los genotipos. Poblacion total divida en

funcidn de los suplementos

DifCTX DifPINP Dif25Vitamina D Dif PTH
AA AC CC AA AC CC AA AC CC AA AC CC
-0,025+0,12 | -0,030+0,13 | -0,07+0,10 |-7+8 -4+18 -5+8 5+6 8+9 4+5 -15+17 | -20+13 -20+1
-0,019+0,10 | -0,015+0,13 | -0,061+0,08 | -5x14 |-8x17 -13+x20 | 7+7 8+7 6+7 -17+10 |-10+13 -16+1
-0,02+0,07 |-0,013+0,16 | -0,005+0,08 | -8+11 -13x21 -11+10 | 7x8 8+6 6+5 -15+16 |-15+16 -18+1
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La respuesta de las mujeres, divididas en funcidn de los suplementos
administrados, no dependia del genotipo, no existiendo diferencias

estadisticamente significativas en funcion del genotipo presente.
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HAPLOTIPOS
Se han identificado 4 haplotipos con las siguientes frecuencias:

- baT:n=148(48.5%)
- BAT:n=63(21%)

- Bat:n=58(19%)

- bAT:n=26(8.5%)

Los efectos sobre las distintas variables aparecen en las siguientes tablas

CTX PINP 250HD PTHi
baT 0,321+ 0,14 61+27 25+9 37+ 13
BAT 0,332 +0,15 60 + 20 25+9 34 £ 13
Bat 0,299 £ 0,16 57 £ 28 21 +10° 36 +14
bAT 0,323+ 0,15 58+19 23+ 8 35+9

a) p=0.038
Tabla 21. Valores iniciales y genotipo del los diferentes haplotipos

Los valores iniciales no presentaban diferencias en funcién de los haplotipos

salvo el valor basal de vitamina D que es inferior en el haplotipo Bat
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DifCTX DifPINP Dif250HD DifPTHi
baT -0,026+ 0,12 -9+15 7+7 -16+ 14
BAT -0,035+ 0,10 -7+x11 7+x7 -16 £ 13
Bat 0,011+0,13 -5+19 8+7 -15+14
bAT -0,011 + 0,11 -10 £10 7+6 -13+16

Tabla 22. Respuesta de los marcadores, vitamina D y PTH en funcidn de los
haplotipos. Poblacion total

La respuesta de las mujeres a los suplementos no dependia del haplotipo, no

existiendo diferencias estadisticamente significativas en funcidén del haplotipo

presente.
baT BAT
Dif CTX Dif PANP | Dif Dif PTH Dif CTX Dif PANP | Dif Dif PTH
250HD 250HD
-0,042+ 0,12 |-4+14 68 -20+14 |-0,053+0,11 |-8+x11 79 -20x 14
-0,020+ 0,12 | -10x17 |7 =7 -12+12 |-0,041+0,06 | -7+ 13 8+ 7 -15+ 11
-0,020+ 0,13 |-13+x15 |75 -18+14 10,026 +0,10 (-0.7+10 (47 -5+10

Tabla 23. Respuesta de los marcadores, vitamina D y PTH en funcion de los

haplotipos Poblacion total divida en funcién de los suplementos
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Bat bAT
Dif CTX Dif PAINP | Dif Dif PTH | Dif CTX Dif PINP | Dif Dif PTH
250HD 250HD
-0,002+ 0,30 -08+18 |6+7 -11+14 |-0,031+0,14 | -8+7 7+4 -20+ 13
0,04+ 0,15 -0,8+ 19 8+8 -16 +10 |-0,01+0,11 |-11+11 7+ 8 9+ 16
-0,01 + 0,10 -14+ 19 10+ 8 -17+17 | 0,031 +0,08 | -8+ 11 7+5 13+ 16

Tabla 24. Respuesta de los marcadores, vitamina D y PTH en funcién de los

haplotipos Poblacion total divida en funcién de los suplementos

La respuesta de las mujeres, divididas en funcidn de los suplementos

administrados,

no dependia del

genotipo,

no existiendo diferencias

estadisticamente significativas en funcion del genotipo presente. Al analizar los

haplotipos se observé un comportamiento similar al obtenido con los

genotipos. No hemos observado ninguna diferencia en funcidn del haplotipo.
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RESPONDEDORAS y NO RESPONDEDORAS

Las pacientes fueron divididos en dos grupos, respondedoras y no
respondedoras en funcion de los mujeres que habian alcanzado unos niveles
saludables de vitamina D para el hueso. El punto de corte establecido fue de 20
ng/ml que es considerado por diversos autores como un valor que permite una
adecuada respuesta al tratamiento antiosteopordtico. El porcentaje de mujeres
que inicialmente tenian niveles de vitamina D inferiores a 20 ng/ml era de un
39 %. Tras la aplicacion de los tres procedimientos nutricionales, el 11 %
mantuvo niveles de vitamina D por debajo de 20 ng/ml. Estas 31 mujeres
fueron considerados como no repondedoras. Se han analizado en funcién de

los genotipos y de los haplotipos.

Bsml

BB bb Bb
Respondedoras 19(12.5%) | 64(42%) |43(28%)
No Respondedoras 3(2%) 9(6%) 15(10%)

Tabla 24. Respondedoras y no respondedoras en funcion del SNP Bsml
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Taql

TT Tt Tt
Respondedoras 45(30%) | 63(41%) | 18(12%)
No respondedoras 4(3%) 8(5%) 5(3%)

Tabla 25. Respondedoras y no respondedoras en funcion del SNP Taql

Apal

AA Aa aa
Respondedoras 38(25%) | 59(39%) | 29(19%)
No respondedoras 8(5%) 6(4%) 3(2%)

Tabla 26. Respondedoras y no respondedoras en funcion del SNP Apal

Las tables 24, 25 y 26 muestran los datos de mujeres respondedoras y no
respondedoras en funcién de los genotipos de los tres SNPs valorados no

observando diferencias estadisticamente significativas entre las mismas
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Haplotipos

baT BAT Bat bAT
Respondedoras 130(86%) | 58(38%) | 41(27%) | 22(14%)
No respondedoras 13(9%) 3(2%) 15%(10%) | 3(2%)

a) p=0.001

Tabla 27. Respondedoras y no respondedoras en funcion del haplotipo

La tabla muestra que las mujeres con haplotipo Bat tiene una peor respuesta a
los diferentes suplementos nutricionales empleados. La tasa de no
respondedoras en este grupo era de un 27 % , muy superior a los otros grupos
5%,9 %y 12 % siendo la diferencia estadisticamente significativa. Al valorar los
valores iniciales de vitamina D no habia diferencias entre los respondedores y
no respondedores en las mujeres con haplotipo Bat ( 21 = 12 ng/ml vs 21 = 7
ng/ml, p= 0,987 ). Esto significa que la mayor tasa de no respondedores no se
debe a cifras iniciales de vitamina D inferiores. Incluso en otros haplotipos (
baT y BAT ) las mujeres no respondedoras presentaban cifras mas elevadas de
vitamina D que las respondedoras, 29 + 12 vs 24+ 8 ng/ml, p= 0,03 en

haplotipo baTy 30 = 8 vs 23 = ng/ml 8, p= 0,003 en haplotipo BAT.
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DISCUSION
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Deficiencia de vitamina D

Las mujeres con deficiencia de vitamina D, inferior a 20 ng/ml, fueron 49 lo que
supone un porcentaje de un 39 %. Las mujeres con insuficiencia de vitamina D,
inferior a 30 ng/ml, fueron 113 mujeres con un porcentaje del 75 %. Los datos
de deficiencia son inferiores a los obtenidos por Aguado et al ( 60 ) que
alcanzaban un 84 %, similares a los publicados por Mezquita et al ( 61 )
aunque este autor establecié un punto de corte de 15 ng/ml y superiores a los
publicados por Mata et al ( 62 ) que con este nivel de vitamina D encontré un
porcentaje del 18 %. Son comparables a otros datos observados en poblacién
espanola de mayor edad ( 64,67 ). Sin embargo, son claramente inferiores a los
observados por Niifio et al ( 69 ) en un estudio realizado en poblacién anciana
en nuestra area geografica. Podemos concluir que en poblacidn joven existe
una notable prevalencia de deficiencia de vitamina D siendo elevada los
porcentajes de insuficiencia de vitamina D.

Nuestros resultados muestran que los tres procedimientos empleados para
incrementar los niveles de vitamina D y reducir los de PTH han sido efectivos
observandose un aumento de vitamina D y un descenso de PTH, ambos
estadisticamente significativos.Esto ha tenido un reflejo sobre el remodelado
d0seo, disminuyendo CTX y PINP tras tres meses de aplicacion de los
procedimientos comentados. Esto debe tener un efecto beneficioso sobre la
densidad mineral 6sea en los 6-12 meses siguientes. Nuestra hipdtesis de un
posible efecto aditivo de las isoflavonas no se ha confirmado. No existen
diferencias en los cambios observados en las tres poblaciones analizadas.El
estudio nutrigenético no ha mostrado diferencias ni en las valores basales ni

tras la puesta en marcha del procedimiento terapéutico con los genotipos. Sin
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embargo, se han observado diferencias con los haplotipos. Discutiremos los
resultados en los diferentes aspectos comprardndolo con los datos de la
literatura mas relevantes.

La principal fuente de vitamina D viene determinada por la exposicidon de la piel
a la radiaciéon ultravioleta en banda B ( UVA 290-315 nm ). La exposicion
ultravioleta depende de varios factores como la latitud, la nubosidad y Ia
polucion ( 144,145 ). La exposicion ultraviolenta desciende desde el ecuador
hacia regiones polares credndose un gradiente de produccidon . En las latitudes
mds al norte por encima de los 40°, la generacion de vitamina D en los meses
de invierno, aunque la exposicion solar sea adecuada, es baja. Hay que tener en
cuenta que la latitud de Valladolid es de 41°. Se hipotetiza que ciclos anuales de
hipovitaminosis D generarian un hiperparatiroidismo secundario leve que
provocaria variaciones en el remodelado éseo y seria responsable de pérdida
de masa dsea en poblacién postmenopdusica y ancianos, asi como no alcanzar
el pico de masa d6sea en jovenes ( 146-148 ) .

Sin embargo, no todos los datos son concordantes en la literatura. Un andlisis
ecolégico de metaregresion que incluyé 394 estudios con 33266 pacientes no
encontro relacion entre latitud y 25-hidroxicolecalciferol, tanto de forma cruda
como tras ajustar por edad y sexo ( 149 ) . Pero se han publicado resultados
dispares. Un estudio que incluyé individuos de 25 paises de los 5 continentes
encontré una relacidon positiva entre 25-hidroxicolecalciferol y latitud, r=0.42,
p= 0,01 ( 150 ) . Otro estudio realizado en poblacién anciana europea mostré
una relacién similar, con valores mds bajos en el sur de Europa ( 151 ). Sin
embargo, otro estudio realizado en diferentes ciudades francesas con latitudes
entre 43° y 51°, con una poblacién homogénea, mostrd una relacidn inversa

entre latitud y vitamina D (r=0,72, p=0,03 ) ( 152).
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A pesar de estos datos en la literatura, tanto a nivel internacional como a nivel
nacional, se han publicado diversos estudios donde se aprecia una variacion
estacional de la vitamina D y de la paratohormona, datos similares a los
observados por nosotros en el grupo A donde el Unico procedimiento
empleado para incrementar la vitamina D fue la radiacion ultravioleta.

El estudio DEGSI ( German Health Interview and Examination Survey for Adults
) analiz6 el estatus de vitamina D en poblacién alemana cuya latitud media estd
mas al norte que Valladolid. Se incluyeron 6995 individuos, 3635 mujeres y
3360 hombres. Se designaron 4 periodos, primavera ( marzo a mayo ), verano (
junio a agosto ), otoino ( septiembre a noviembre ) e invierno ( diciembre a
febrero ). La deficiencia de vitamina D se observd en el 60 % de las mujeres
entre 18 y 44 afos y en el 69.9 % en las mujeres mayores de 65 anos. Nuestro
datos eran similares. Los niveles medios de vitamina D eran 18,36 ng/ml, cifras
inferiores a las obtenidas por nosotros. En esta poblacion se apreciaron
diferencias en funcién de la estacion del afio en que se realizé la extraccion. En
primavera los valores de vitamina D eran 16,28 ng/ml frente a 23,48 en los
meses de verano, con un incremento medio del 44 % ( 153 ). En nuestro caso el
incremento de vitamina D fue del 26 %. Kull et al ( 154 ) estudiaron 367
sujetos, varones y mujeres, con unos niveles de vitamina D en invierno de 17,2
+ 5.4 ng/ml que se incrementd en verano a 23,7 = 7,1 ng/ml, p= 0.0001, con un
aumento del 30 %, similar al obervado por nosotros. Ademdas los autores
encontraron una relacién inversa entre PTH y vitamina D, estableciéndose un
punto de corte de 32ng/ml a partir del cual se suprimiria la PTH.

Bhatton et al ( 155 ) realizaron un estudio de caracteristicas similares en
poblacidn hingara. Hungria se encuentra en una latitud de 47° 29°25". Se

incluyeron 319 individuos, objetivandose una prevalencia de hipovitaminosis D
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gue variaba en funcién de la estacién, 71 % en primavera, 46,3 % en verano,
49,4 % en otofio y 56,7 % en invierno. Al igual que en nuestro estudio los
niveles de vitamina D eran inferiores en aquellos meses con menos horas de
sol. Los autores encontraron una relacion positiva entre PTH y CTX que era
estadisticamente significativa. En nuestro estudio no encontramos relacion
entre PTH y marcadores del remodelado éseo aunque si se observé un cambio
estacional de los marcadores, de forma similar a un estudio aleman ( 147 ).

En poblacién holandesa mayor de 65 afios se analizaron las variaciones
estacionales de la vitamina D ( 156 ) . Se incluyeron 2857 individuos
observandose variaciones en el porcentaje de hipovitaminosis D en funciéon de
la estacion analizada. En invierno y primavera se alcanzaba un porcentaje del
63 % que se reducia al 37 % en otono y verano. Destacaba en este estudio que
la poblacion estudiada eran ancianos donde la producciéon cutdnea de vitamina
D esta disminuida. Otro hecho curioso fue que los individuos que usaban
cremas solares presentaban mayores incrementos de vitamina D. Es posible
que estos individuos estuvieran en contacto con el sol durante mas tiempo.
Datos similares se han observado en otros estudios realizados en Suiza, Nueva
Zelanda, Japon y Estados Unidos ( 157-160) .

Las variaciones estacionales de la vitamina D también se han obtenido en
estudios realizados en zonas mas préximas al ecuador. Levis S et al ( 161 )
analizaron en Florida ( USA ) 212 individuos, 77 hombres y 135 mujeres. En las
mujeres la vitamina D aumentdé de 22,4 = 8,2 ng/ml frente a 25 = 9,4 ng/ml, p=
0.0009, con un incremento del 33 %. Florida es una region de baja latitud ( 21°
46°).

En poblacion espafiola se han publicado numerosos estudios que valoraban la

prevalencia de hipovitaminosis D. Sin embargo, son escasos los que analizan las

154



variaciones estacionales. Granado-Lorencio et al ( 162 ), en un grupo de 644
mujeres osteoporodticas, con una edad media de 66 = 11 afos, observaron las
variaciones estacionales de la vitamina D. La latitud de Madrid es 40° 25°07",
por encima de 40° . Se observaron niveles bajos de vitamina D en invierno (
24,8 ng/ml con un rango entre 23,6ng/ml y 26,4ng/ml ) y niveles mas elevados
en verano ( 32 ng/ml con un rango entre 25,6 ng/ml y 38,8 ng/ml ). Los datos
son similares a los observados en nuestro de estudio.

|ll

En 2001 se puso en marcha el “ Estudio de los cinco paises “, estudio trasversal
y observacional que tenia por objeto conocer el estatus de vitamina D en
mujeres de cinco paises europeos ( Dinamarca, Espafa, Finlandia, Irlanda y
Polonia ) teniendo en cuenta distintos hdbitos y situaciones. Rodriguez-
Sangrador et al ( 70 ) publicaron los datos de la poblacidon espafiola. Estos
autores observaron un incremento de la vitamina D en verano con respecto al
invierno ( 16,13 = 8,2 ng/ml vs 12,03 = 6,96 ng/ml, p= 0,0001 ) sin
modificaciones en la paratohormona ( 4,09 = 1,3 vs 4,10 + 1,90 ng/ml ). Llama
la atencidn la falta de descenso de la PTH vy las cifras de vitamina D que eran
muy bajas. En pacientes del estudio EVOS ( European Vertebral Osteoporosis
Study ) recogidos en Asturias, situada a una latitud de 43°, se determinaron los
niveles de vitamina D en un estudio longitudinal de un ano de duracién ( 67 ) .
Se realizd una Unica determinacion y se compararon los valores realizados en
verano y en invierno con unos valores de 19,4 = 10,3 ng/ml vs 13,7 = 6,8 ng/ml,
p= 0.001 ) mientras que los niveles de PTH eran inferiores ( 47 = 20 pg/ml vs
55+ 23 pg/ml, p= 0,015 ). La variacion estacional de los niveles de vitamina D
también fue observada en el estudio realizado por Olmos et al ( 163 ) a partir

de la cohorte Camargo. Al igual que en esta tésis, observaron niveles mas
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elevados de vitamina D en verano-otofio, con diferencias estadisticamente
significativas sobre el periodo invierno-primavera.

Los datos publicados en la literatura son concordantes con los resultados
obtenidos en nuestro estudio. Se ha observado un incremento de los niveles de
vitamina D y un descenso de la PTH con un cambio estacional en los
marcadores del remodelado dseo. En verano se observd una reduccion del

remodelado manifestado a través de un descenso de la CTX y de la P1NP.
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Suplementos de calcio y vitamina D

La administracion de suplementos de calcio ( 1000 mg/dia ) y vitamina D (
800Ul/dia ) incrementa los niveles de 25-hidroxicolecalciferol y desciende los
niveles de PTH. A su vez reduce la concentracién plasmatica de CTX y P1NP
siendo estadisticamente significativa Unicamente con P1NP. Los resultados son
comparables a los observados con la radiacion ultravioleta, sin observar un
efecto aditivo al afadir suplementos alimentarios. No se ha observado
correlaciéon entre los cambios de la PTH y los marcadores del remodelado dseo
La mayor parte de los estudios realizados para valorar el efecto de los
suplementos de calcio y vitamina D sobre marcadores del remodelado éseo se
han realizado en personas de edad avanzada y con un alto porcentaje de
deficiencia/insuficiencia de vitamina D. En personas jovenes o con menopausia
reciente, como en nuestro caso, los estudios son escasos y con una gran
variabilidad de resultados. Ello viene determinado por la heterogenicidad de las
poblaciones estudiadas, la combinaciéon de mujeres y varones, las dosis de
vitamina D, el periodo del afio donde se inicia el estudio y los tiempos de
seguimiento.

Gallagher et al ( 164 ) analizaron en 163 mujeres postmenopausicas no
recientes, 7 aflos desde la ultima regla, con insuficiencia de vitamina D, el
efecto de diferentes dosis de suplementos de vitamina D sobre la propia
vitamina y la PTH. Es el primer estudio randomizado que plantea en esta
poblacion una forma de administracion dosis dependiente. El periodo de
seguimiento fue de un ano, sin indicarse la estaciéon del afio donde cada
paciente inicia el estudio. Las dosis de vitamina D oscilaban entre 400 Ul/dia y
4800Ul/dia acompafiandose de la administracién de calcio a dosis de 1200 mg-

1400 mg/dia. Se observd un incremento de la concentracidon plasmatica de
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vitamina D que era dosis dependiente aunque se alcanzaba un “plateau”. Dosis
de 3200 Ul/dia conseguian el mayor incremento de concentracién plasmatica
de vitamina D, de tal forma que dosis superiores no incrementaban las
concentraciones. Con la paratohormona se observé un fenédmeno especular,
descendia la concentracidon plasmatica de PTH en funcidon de las dosis de
vitamina D. Los autores concluian que suplementos de vitamina D de 800
Ul/dia conseguian niveles de vitamina D por encima de 20 ng/ml en el 97,5 %
de las mujeres. Como hemos comentado previamente es el primer estudio
randomizado, controlado con placebo, que analiza, de forma dosis
dependiente, el efecto de suplementos de vitamina D. En nuestro estudio no se
observd efecto aditivo de los suplementos sobre la radiacién solar. Pudiera
tener relacion sobre el efecto plateu observado por estos autores. El
incremento de las concentraciones plasmaticas de vitamina D pudiera activar la
24 hidroxilasa dando lugar a la formacion del metabolito inactivo de la vitamina
D ( 24,24, dihidroxicolecalciferol ), mecanismo de seguridad para evitar la
aparicion de toxicidad por vitamina D. Los autores observan un descenso de la
PTH con el incremento de los niveles de vitamina D, de forma similar a nuestro
estudio. No se pueden comparar los resultados de los marcadores porque los
autores no los midieron

Meir et al ( 147 ) valoraron, en un estudio con un tamano muestral pequeio, el
efecto, durante los meses de invierno, de suplementos de vitamina D sobre la
prevalencia de insuficiencia de vitmina D, PTH plasmatica y marcadores del
remodelado dseo. El estudio se realizd en dos afios. En el primero
determinaron las variaciones estacionales de los parametros anteriores y en el
segundo el efecto de suplementos de calcio ( 500 mg/dia ) y vitamina D ( 500

Ul /dia ). El estudio confirmd, al igual que en nuestros datos, que el
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metabolismo dseo sigue un patrén estacional. El remodelado éseo estaba
incrementado durante el invierno, coincidiendo con el nadir de la 25-OH-
colecalciferol y la elevacién de la PTH. Estos datos eran revertidos por la
administracion de suplementos de calcio y vitamina D. Nuestro estudio
administro los suplementos durante los meses de verano ya que el objetivo era
determinar si existia un componente aditivo con el efecto de la radiacidn
ultravioleta. Es posible que los efectos de los suplementos estén en relacién
con el nivel previo de vitamina D y el grado de activacion de osteoclastos. Si los
niveles iniciales de vitamina D son elevados, el efecto de los suplementos es
pobre.

Aloia et al ( 165,166 ) publicaron dos estudios de caracteristicas similares. Uno
inicial, con una poblacidon heterogénea y pequeiia, que posteriormente se
replicd en una poblacién de mayor tamafio y formada exclusivamente por
mujeres postmenopausicas. El objetivo del estudio era valorar si el descenso de
la PTH y los marcadores de remodelado estaba relacionado con los
suplementos de calcio o con la vitamina D. Las mujeres se aleatorizaron en 4
grupos, placebo, calcio, vitamina D y calcio asociado a vitamina D. Antes de
aleatorizar los grupos, a la poblacion total, se le realizd una sobrecarga de
calcio observdandose un descenso de la PTH y marcadores del remodelado.
Posteriromente, al aleatorizar los grupos, se observé que los suplementos de
calcio provocan un descenso de PTH y de los marcadores de resorcidon mientras
que los suplementos de vitamina incrementan la concentracién plasmatica de
la misma y suprime la PTH pero no modifica los marcadores. El mayor efecto se
conseguia con suplementos de calcio de 1200 mg/dia. Los resultados fueron

similares en ambos estudios.
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Un estudio de caracteristicas similares fue presentado por Trautvetter et al (
167 ) en una poblacién heterogénea, hombres y mujeres, con un tamano
muestral pequeno, 60 individuos. La edad media era de 42 + 12 afios, mas
jovenes que en nuestro estudio, y recibian suplementos de vitamina D de 400
Ul/dia, la mitad de dosis empleada por nosotros. Se objetivd incremento de los
niveles de vitamina D pero sin observarse descenso ni de la paratohormona ni
de los marcadores del remodelado dseo de forma significativa. En Irlanda se
han realizado dos estudios donde se valord el efecto de los suplementos.
Barnes et al ( 168 ) en una poblacidon pequeiia, 30 individuos ( 15 mujeresy 15
varones), con una edad media de 21 afos, analizaron el efecto de 600 Ul/dia de
vitamina D y 1500 mg/dia de calcio. Se considerd grupo placebo el que recibio
exclusivamente calcio. Se incrementaron los niveles de vitamina D sin disminuir
la PTH ni los marcadores. Seamans et al ( 169 ) estudiaron una poblacién mas
amplia, 215 individuos, con edades comprendidas entre 20 y 40 afios. Los
suplementos de vitamina D fueron variables , 0, 200 Ul/dia, 400 Ul/dia y 600
Ul/dia. La ingesta media de calcio era de 976 mg/dia. El estudio se realizd entre
los meses de noviembre y abril, periodo con niveles mas bajo de vitamina D.
Todos los suplementos incrementaron los niveles plasmaticos de vitamina D sin
obervarse modificaciones en los marcadores del remodelado 6seo y en la PTH.
Posiblemente era debido a que los niveles de vitamina D, a pesar de los
suplementos, no eran superiores a los iniciales. Se diferencia de nuestro
estudio en el periodo de realizacidn, junio a septiembre en nuestro caso frente
a noviembre a abril y la dosis de vitamina D empleada, 800 Ul en nuestro caso
frente a 600 Ul.

Resultados similares a los observados por nosotros se han obtenido en

poblacion asiatica ( 170 ) donde la administracién de 1200 mg/dia de calcio y
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400 Ul/dia de hidroxicolecalciferol, obtenidos a partir de leche fortificada,
mostréo un incremento de los niveles de vitamina D, con una reduccién
estadisticamente significativa de los porcentajes de insuficiencia, descenso de
PTH y de marcadores del remodelado. En un estudio realizado en Espaia, en
2005, con un diseno cruzado y 2 afios de duracién, se valoré el efecto de la
administracion de 800 Ul/dia de colecalciferol sobre la PTH. Se observd un
incremento de los niveles de vitamina D y un descenso de la PTH que era
estadisticamente significativa en el cuartil basal mas bajo de vitamina D ( 171 ).
Hunter et al ( 172 ) realizaron un curioso estudio con parejas de gemelos para
tratar de obviar la influencia de factores genéticos. Completaron el ensayo 64
parejas. A uno de los individuos se le suplementd con 800 Ul/dia y el otro
individuo de la pareja recibid placebo. Se observd un incremento
estadisticamente significativo de la vitamina D, sin apreciarse cambios ni en la
PTH ni en los marcadores del remodelado.

Como se ha descrito los estudios publicados en la literatura médica son escasos
y con una metodologia variable. Por ello, los resultados son discordantes
dependiendo posiblemente de los valores basales de vitamina D y PTH y de Ila

dosis de suplemento empleada.
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Calcio, vitamina D e isoflavonas

La administracién de suplementos de calcio, vitamina D e isoflavonas produce
resultados superponibles a los obtenidos con la administracién de calcio y
vitamina D. Se observa un incremento de los niveles de vitamina D, con
disminuicién de la PTH y un descenso de los marcadores del remodelado éseo.
Todos estos cambios son estadisticamente significativos excepto la disminucién
de CTX que muestra una tendencia. Los datos indican que afadir isoflavona no
tiene una efecto beneficioso sobre la salud 6sea de mujeres sanas con
menopausia reciente. Los datos son comparables a los publicados en la
literatura, como describiremos a continuacién, aunque sucede algo similar a lo
comentado con los suplementos de calcio y vitamina D. Los estudios son de
baja calidad, con un tamafo muestral pequefio y dosis diferentes de
isoflavonas y de suplementos de calcio y vitamina D afadidos.
Los primeros ensayos clinicos, de buena calidad metodoldgica, se realizaron a
finales del siglo XX y principios del siglo XXI donde se valoré el efecto de una
isoflovano sintética, la ipriflavona. Los primeros estudios afadian calcio en
dosis variable a la ipriflavona. Ohta et al ( 173 ) en 60 mujeres
postmenopausicas con osteopenia u osteoporosis analizaron el efecto de 600
mg/dia de ipriflavona o calcio sobre masa ésea y marcadores observando una
reduccion de un marcador de resorcion, deoxipiridinolina. Este mismo dato
habia sido observado previamente ( 174 ) en un estudio con una tamafo
muestral mds amplio, 453 mujeres postmenopausicas y suplementos de calcio
de 1 gr /dia, sin incluir vitamina D en este caso. En el afio 2001 se publico en

JAMA ( 123 ) un estudio que incluyd 474 mujeres postmenopausicas con
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edades comprendidas entre los 45 y 75 afos que fueron aleatorizadas a
placebo ( 500 mg calcio/dia ) o ipriflavona ( 200mg/8 h y 500 mg/dia de calcio ).
El estudio tuvo una duracidon de 36 meses no observandose cambios en la
densidad mineral dsea ni en los marcadores valorados ( deoxipiridinolina y
crosslaps urinarios ).

Posteriormente se han publicado dos estudios donde se valord el efecto de
suplementos nutricionales ricos en soja sobre marcadores del remodelado.
Dalais et al ( 175 ) analizaron 116 mujeres durante un periodo de tres meses,
Unicamente 78 completaron el ensayo. No se observaron diferencias en las
concentraciones urinarias de piridinolina y deoxipiridinolina. En el estudio
Menfis ( 176 ) donde se incluyeron 187 mujeres asintomaticas,
postmenopausicas , con un rango de edad entre 36 y 90 anos, la dieta rica en
soja no modificd los niveles de marcadores de resorcidon. Ninguno de los
estudios comentados incluyé determinaciones de 25-hidroxicolecalciferol ni de
paratohormona.

Atteritano et al ( 177 ) plantearon un estudio, aleatorizado, randomizado que
tenia como objetivo principal determinar el efecto de genisteina a dosis de 54
mg/dia sobre predoctores de riesgo vascular en mujeres postmenopausicas con
un seguimiento de 12 meses. Todas ellas recibieron suplementos de calcio (
500 mg/dia ) y vitamina D ( 500 Ul/dia ). Dosis inferiores a las empleadas por
nosotros. Se incluyeron 198 mujeres en el grupo de genistéina y 191 en el
grupo placebo. Como objetivo secundario se valoraron los cambios de
osteoprotegerina ( OPG ) , bloqueante enddgeno de RANKL, principal
responsable de la resorciéon 6sea. La genisteina conseguia incrementar los
niveles de OPG entre un 6 y 7 % al afio y a los dos afios, obervandose una

relacion estadisticamente significativa entre niveles plasmaticos de genisteina 'y
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OPG ( r: 0,219, p= 0,0001 ). Esto sugiere que se necesitan niveles plasmaticos
elevados de isoflavona para que tengan efecto en reducir el remodelado éseo.
En un estudio cuyo objetivo era valorar la seguridad de las isoflavonas sobre la
mama, a los 36 meses, se determind su efecto sobre la densidad mineral éseay
marcadores. En el tercer afo habia 138 mujeres incluidas, 67 en el grupo
placebo y 71 en el grupo de genisteina a dosis de 54 mg/dia. Los dos grupos
recibian suplementos de calcio y vitamina D como en nuestro ensayo. Se
observd un incremento estadisticamente significativo de la densidad mineral
dsea en columna lumbar y cuello femoral a los 2 y 3 anos , con un perfil
favorable de los marcadores ( 178 ) . Estaban aumentados fosfatasa alcalina
dsea, osteoprotegerina e IGF-I y disminuidos CTX y RANKL. En ningin momento
se aportaron datos de niveles de vitamina ni de PTH. El estudio PHYTOS ( 126 )
se realizdé en paises europeos , con un seguimiento de un afo, incluyendo
mujres con menopausia reciente, de forma similar a la nuestra. El periodo de
seguimiento fue mas largo, 12 meses, incluyéndose 110 mujeres que se
aleatorizaron a isoflavona aglicona. No recibieron suplementos de calcio ni de
vitamina D. Los resultados mostraron un descenso de la masa ésea en ambos
grupos sin apreciarse cambios en los marcadores y en la PTH. Un estudio de
caracteristicas similares se realizé en mujeres de edad con resultados similares,
no se modificaba la masa 6sea ni los marcadores. Tampoco en este caso las
mujeres recibieron suplementos de calcio y vitamina D ( 179) .

Un estudio, con un tamafio muestral mayor, fue realizado por Wong et al ( 180
) . Se llevd a cabo en Estados Unidos incluyendo 403 mujeres
postmenopausicas, con menopausia reciente, menos de 7 anos, que fueron
aleatorizadas a tres grupos, isoflavona 80 mg, isoflavona 120 mg y placebo.

Todas ellas recibieron suplementos de calcio, 1000 mg/dia, y vitamina D. La
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duracion fue de 2 afios, empleandose como marcadores la osteocalcina y NTX.
No se observaron diferencias entre las pacientes que recibieron isoflavonas,
calcio y vitamina D y las uUnicamente ingirieron calcio y vitamina D. Son
resultados similares a los encontrados por nosotros. Alekel et al ( 181 )
incluyeron 255 mujeres postmenopausicas, con una edad de 54 afos, que
fueron aleatorizadas a isoflavonas ( 80 mg y 120 mg ) o placebo. Todas las
mujeres fueron suplementadas con calcio y vitamina D. El estudio tuvo una
duracién similar al nuestro, tres meses y como marcadores utilizaron CTX y
fosfatasa alcalina 6sea. En este caso tampoco se observaron cambios en los
marcadores aunque tras la realizacion de diferentes ajustes se obervé una
menor pérdida de masa 6sea a nivel de cuello femoral en las mujeres que
recibieron 120 mg/dia de isoflavonas.

En el aino 2013 se ha publicado un estudio con mujeres postmenopdusicas
recientes con una duracion de 6 meses. Todos los individuos del estudio
recibieron calcio a dosis de 500 mg/dia. El grupo de intervencién fue tratado
con genisteina a 30 mg/dia y 800 Ul de vitamina D. La dosis de esta ultima era
similar a la nuestra pero la de genisteina era muy inferior al igual que el calcio (
500 mg vs 1000 mg ). El tamafio muestral era pequefio ( 70 ) y el periodo de
inclusién no fue uniforme por lo que no se elimind el riesgo de estacionalidad.
Se analizd el efecto sobre marcadores, vitamina D, PTH y densidad mineral
dsea. La densidad mineral ésea lumbar no mostrd diferencias entre grupos
mientras que en cuello femoral el grupo tratado con vitamina D e isoflavonas
mantuvo la masa dsea. El grupo placebo presentd una pérdida del 1,2 %. Los
marcadores tuvieron un comportamiento paraddgico. Se observd un
incremento de la fosfatasa alcalina 6sea a los tres meses e incremento de NTX,

marcador de resorcion, a los 6 meses. Otros marcadores como osteocalcina y
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deoxipiridinolina no mostraron cambios. Los datos de la vitamina D y la PTH
eran similares a los nuestros. Se incremento la vitamina D, disminuyd la PTH
observandose una correlacién bivariada inversa entre ambos ( r: -0,43, p=
0,00001 ) ( 182 ) . Este efecto puede explicarse por los suplementos de
vitamina D y no por la isoflavona, son datos similares a los observados por
nosostros. En problacidn danesa y en un estudio de tamafio muestral pequefio
( 60 individuos ), la administracion de 150 ml de un extracto de trébol rojo, rico
en isoflavonas, producia un descenso de CTX de un 4,93 % que no era
estadisticamente significativo. La cantidad de isoflavona que se administraba
era de 37,8 mg/dia ( 183 ) . El grupo de Mufioz-Torres realizd un estudio
aleatorizado, controlado, doble ciego con 99 mujeres postmenopausicas. Se
administraron productos lacteos con y sin suplementos de soja. Se observd un
descenso de un marcador de resorcion, FART, de osteoprotegerina y un
aumento de los niveles de 25-OH-vitamina D pero sin apreciarse diferencias
entre ambos grupos aungque en las mujeres que recibieron suplementos de soja
se aprecio un incremento de la masa 6sea por ultrasonidos ( 184 ).

También se ha valorado en varones el efecto de suplementos nutricionales de
soja sobre marcadores del remodelado 6seo e IGF-I. A todos los individuos se
les suplementd con calcio ( 1000 mg/dia ) y vitamina D ( 200 Ul/dia ). El estudio
durd tres meses, no observandose cambios en los marcadores de formacion y
resorcion. Unicamente, aquellos individuos que recibian suplementos tenian
niveles mas elevados de de IGF-I, proteina relacionada con la formacién dsea (
185).

La mayoria de los estudios presentados no muestran un efecto beneficioso
sobre los marcadores del remodelado éseo o si lo presentan es débil. Muy

probablemente este beneficio viene determinado por los suplementos de
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calcio y vitamina D. No se observa en la literatura ni en nuestro estudio un
efecto aditivo de las isoflavonas al ser afiadidas a calcio y vitamina D. Es posible
gue tengan un efecto beneficioso débil pero no superior a la vitamina D y al

calcio.
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NUTRIGENETICA

La expresidon de los diferentes genotipos era similar a la descrita en poblacion
espafola aunque no todos los estudios publicados analizaron los SNPs
valorados por nosotros ( 186-191 ). No hemos observado relaciéon entre
marcadores del remodelado dseo y la expresion de los diferentes
polimorfismos. Datos similares a los publicados por otros autores ( 188,189 )
Tampoco se han apreciado diferencias en la respuesta a los suplementos. En
cuanto a haplotipos no hemos encontrado ningln trabajo en poblacidn
espafola que analice la respuesta a los suplementos en funciéon de los
haplotipos.

Los estudios que valoran la nutrigenética de los suplementos de vitamina D,
con respecto al receptor de la misma, son heterogéneos en su disefio. No son
numerosos, los niveles iniciales de vitamina D son variables y analizan
diferentes genotipos. Hay publicados un mayor numero de estudios que
valoran el efecto de genotipos del receptor de la vitamina D sobre masa dsea y
fracturas.

Barry et al ( 192 ) estudiaron en una poblacién muy amplia ( 1887 individuos ),
de poblacion blanca, hombres y mujeres, no hispanas, el efecto de
suplementos de calcio ( 1000 mg/dia ) y vitamina D ( 1000 Ul/dia ) sobre los
niveles de vitamina D en funcién de la presencia de diferentes SNPs. El
seguimiento fue de un afio por lo que no habia variaciones estacionales,
incluyéndose un grupo placebo. Analizaron 41 SNPs relacionados con vias
metabdlicas de la vitamina D y calcio. Se incluyeron 9 SNPs del receptor de la
vitamina D pero uUnicamente coincidid con los escogidos por nosotros el
rs7975232. No observaron cambios con este SNP al igual que sucedié con

nosotros. De todos los SNPs del receptor de la vitamina D Unicamente el
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rs7968585 se ha asociado a incrementos de los niveles de vitamina D tras los
suplementos. Sin embargo, la significacion estadistica desaparecia al ajustar
por la adherencia al tratamiento. Al igual que sucedié en nuestro estudio
ninguno de los los SNPs estaban relacionados con los niveles basales de
vitamina D. Los SNPs de la via metabdlica GC, de la CYP2R1 y de la CYP24A1
determinaban los niveles iniciales de vitamina D. Estos resultados coinciden
con un reciente estudio de GWAS publicado en Lancet ( 103 ).

Elnenaei et al (193 ) valoraron en un estudio de casos-controles, de tres meses
de duracidon, en mujeres postmenopausicas, osteopénicas u osteoporoticas, el
efecto de suplementos de calcio ( 1200 mg/dia ) y vitamina D ( 800 Ul/dia )
sobre la vitamina D. Se incluyeron menos pacientes que en nuestro estudio ( 46
mujeres ) siendo dividias en dos grupos, respondedoras y no respondedoras, en
funcion de la respuesta de la PTH. Nosotros dividimos a las mujeres en dos
grupos, respondedores y no respondedores, en funcion de la respuesta de la
vitamina D. Consideramos respondedoras aquellas que alcanzaban niveles de
vitamina D por encima de 20 mg/ml. Los autores encontraron diferente
expresion de polimorfismos de Fokl en los respondedoras y no respondedoras.
En otos polimorfismos, Bsml y Taqgl, no se objetivaron diferencias. En mujeres
afroamericanas postmenopdusicas, Nieves et al ( 194 ) encontraron que las
mujeres que no respondian a suplementos de vitamina D, medido por
supresion de PTH, presentaban un mayor porcentaje de genotipo mutante de
folk. En adolescentes, se observd una menor absorciéon de calcio en los
portadores de este genotipo ( 195 ) . Gennari et al ( 196 ) en poblacidn
europea, encontraron una menor absorcién intestinal de calcio en la poblacion

con genotipo BB ( SNP Bsml ) y genotipo tt ( SNP Taql ) .

169



Los estudios de nutrigenética con suplementos de soja son escasos. Serrano et
al ( 197 ) en un estudio cuyo objetivo primario era valorar el efecto de
suplementos de soja y vitamina D sobre el perfil de riesgo vascular-analizaron la
poblacidn total y posteriormente lo dividia en funcién del enzima de restriccion
bsml del receptor de la vitamina D. Al analizar la poblacién total observaron
que los incrementos de vitamina D estaban relacionados con la dosis de la
misma sin desempenar ningun papel los suplementos de soja. La soja no tenian
ningun efecto aditivo de forma similar a nuestro estudio. Estos autores
observaron diferente respuesta en funcidon de los polimorfismos del receptor
de la vitamina D. El alelo G se asocid a un mayor incremento de 25-
hidroxicolecalciferol y de 1,25-hidroxicolecalciferol. Estos resultados difieren de
los nuestros ya que no encontramos ninguna relacion entre el genotipo Bsml y
cambios en los niveles de vitamina D.

Los polimorfismos analizados se localizaban en la regidon codificante 3'UTR. Se
han descrito varios polimorfismos de tipo RFLP como Bsml, Apal, Tagl que
estan muy préximos entre si. Por ello, parece razonable que los SNPs de los
diferentes polimorfismos pudieran trasmitirse juntos. Por ello, la
determinacion de haplotipos puede ser importante. Esta regidon, como se ha
comentado previamente, esta relacionada con la estabilidad del ARNm y como
consecuencia con el nivel de expresion de VDR. En los datos publicados en la
literatura hay pocos estudios que analicen el papel de los haplotipos vy, en la
mayor parte de los casos, tratan de relacionarlos con la densidad mineral ésea.
Bustamante et al ( 190 ) no encontraron relacion con la DMO empleando
HAPLOWIEW vy el software HAPLO.SCORE. Zambrano- Morales et al ( 198 )
encontraron que el haplotipo BBAAtt se asoci® a un mayor riesgo de

osteoporosis mientras que el haplotipo BbaaTT era un factor protector. Sin
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embargo, estos autores no indicaban la metodologiaa empleada para calcular
los haplotipos. En un estudio realizado en varones de poblacién sueca y asiatica
( MrOs) se observé que haplotipos del receptor de la vitamina D se asociaba a
un incremento del riesgo de fractura vertebral en poblacién sueca y a un
descenso de DMO en poblacién sueca y asidtica ( 199 ). En pacientes EPOC, con
predominio de varones, los haplotipos TAG ( bAT ) y TCG ( baT ) incrementaban
el riesgo de osteoporosis ( 200 ). El haplotipo TCG ( bAT ) es el mas prevalente
en nuestra poblacidn aungque no encontramos ninguna relacion con vitamina
D, PTH, marcadores del remodelado y respuesta a los suplementos. En un
estudio realizado en mujeres mejicanas ( 201 ) se encontré una asociacion
entre el haplotipo CGGT vy riesgo de osteoporosis. Este haplotipo, a diferencia
del analizado por nosotros, analizé 4 SNPS. Se incluyd el polimorfismo Fokl,
ademas de los tres analizados por nosotros.

En nuestro estudio se encontrd que el haplotipo Bat ( CAA ) presentaba niveles
basales inferiores de vitamina D y ademas, presentaba un menor nimero de
mujeres respondedoras tras la administracion de suplementos o el efecto de la
radiacion ultravioleta. En la revisidon realizada unicamente hemos encontrado
un trabajo que valora la relacion entre haplotipos y valores basales de vitamina
D. Es un estudio realizado en Brasil en un poblacién de nifias con una edad
media de 13 anos ( 202 ). La determinacion de vitamina D se realizé en meses
de invierno y verano y la metodologia empleada para la determinacién de
haplotipos era similar a la nuestra. Los autores encontraron una relacidon entre
los tres SNPs ( Bsml, Apal, Tagl ) y los niveles de vitamina D, hecho no
observado en esta tésis y el haplotipo baT ( TCG ), el mds prevalente en nuestro

estudio, se asocid a niveles basales menores de vitamina D.
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Limitaciones y Fortalezas del estudio

El estudio presentado tiene posiblemente dos limitaciones, la ausencia de
medicion de la densidad mineral dsea y el pequefio tamafo muestral en el
estudio nutrigenético. La densitometria habria permitido determinar la
prevalencia de osteoporosis en este grupo y su relacidon con los niveles de
vitamina D, genotipos y haplotipos. El tamafio muestral es adecuado para el
ensayo clinico pero es pequefio para el estudio genético que precisa de un
numero superior de individuos

La fortaleza del estudio radica en la homogeneidad de la poblacion analizada,
asi como en su diseno metodologico. Proviene de una misma drea geografica,
se ha utilizado un mismo laboratorio para realizar las determinaciones
analiticas, en la misma época del afio, y el niumero de investigadores ha sido

limitado.
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CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

1. La prevalencia de hipovitaminosis D en una poblaciéon formada por
mujeres con menopausia reciente es elevada, 39 % con deficiencia y 75

% con insuficiencia

2. La radiacidn ultravioleta consigue incrementar los niveles de vitamina D,

reducir la paratohormona y los marcadores del remodelado dseo

3. Los suplementos de calcio-vitamina D y calcio-vitaminaD-isoflavona no
incrementan los niveles de vitamina D en relacién a la radiacién

ultravioleta durante el periodo del aio de mayor intensidad de la misma

4. Las isoflavonas no tienen un efecto aditivo beneficioso en relacién al
calcio-vitamina D en el aumento de los niveles de vitamina D, reducciéon

de la paratohormona y descenso de los marcadores del remodelado éseo

5. Los genotipos del receptor de la vitamina D ( Bsml, Apal, Tagl ) no
influyen en los niveles basales de vitamina D, PTH y marcadores del
remodelado 6seo ni en la respuesta de los mismos a los tres
procedimientos empleados, radiacion ultravioleta, suplementos de

calcio-vitamina D y suplementos de calcio-vitamina D-isoflavonas

6. El haplotipo Bat se asocia a niveles basales inferiores de vitamina D y una
menor tasa de respondedores con los tres procedimientos empleados

por lo que podria ser un haplotipo de riesgo para la osteoporosis
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ANEXO 1

PRIMERA VISITA
GRUPO DE ESTUDIO:AOBOCO Cddigo Interno: /

DATOS DE FILIACION

Iniciales Edad:
Fecha de nacimiento: /1 Fecha protocolo:  / / Numero de
HC:

Estado civil*: 1S 2C 3D 4V 5R Teléfonos:

Direccion: Ciudad:

CP:
Area: 1:Rural < 10000 hab 2: Semiurbana 10000-25000 hab 3: Urbana > 25000
hab

FACTORES DE RIESGO PARA LA OSTEOPOROSIS.

Edad Menarquia: _____afos. Edad menopausia:_ afos.

Causa de la menopausia: 1. Natural 2. Quirurgica

Amenorreas secundarias: 1si 2 no

Paridad: (n° nacidosvivos) _ Lacté: 1si 2 no Meses lactancia
acumulados:

Lateralidad: 1 Diestra 2 Zurda 3 Ambidiestra

Tabaco: 1si 2no 3 exfumador Cantidad cigarrillos/ dia___
Alcohol: 1si 2 no 3 exbebedor Cantidad gr/dia___

Café: 1si 2 no Cantidad tazas/dia___

Actividad fisica habitual: 1 sedentaria 2 activo relat. o moderado 3 activo intenso
(>3h/semana)

Ingesta habitual de Calcio: <250 mg/dia (una racion de lacteos)

207



Antecedentes de fracturas por fragilidad en familiares de primer grado: 1 si
no

Madre fractura de cadera: 1si 2no

FARMACOS:

Tiazidas: 1 Ahora 2 Lo tom¢ alguna vez 3 Nunca

Estatinas: 1 Ahora 2 Lo tomo alguna vez 3 Nunca

Beta bloqueantes: 1 Ahora 2 Lo tomo alguna vez (>6 meses) 3 Nunca
Esteroides inhalados: 1 Ahora 2 Lo tomé alguna vez 3 Nunca

Tratamiento hormonal sustitutivo: 1 Lo tom¢ alguna vez 2 Nunca

Tomé anticonceptivos: 1 si 2 no Sitomd: meses acumulados

2

CLINICA: (en la primera visita)

Dolor: 1 si 2 asintomatica // Si dolor: 1 difuso 2 toda la columna 3 C. dorsal

4 C. lumbar
Se ha caido en el ultimo ano:. 1si 2 no
¢Puede levantarse sola sin ayuda desde una silla? 1si 2 no
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EXPLORACION FiSICA:
Talla: (cm) Peso: (Kg)

Marcadores remodelado 6seo: o
CTX:

PINP:

25-Vitamina D:

PTHi:

Fosfatasa Alcalina:

Colesterol

Triglicéridos

Col-LDL

Col-HDL

Comentarios:
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ANEXO 2
HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO
“EFECTO DE SOJA Y VITAMINA D SOBRE MARCADORES DEL REMODELADO

OSEO EN MUJERES CON MENOPAUSIA INFERIOR A 10 ANOS”

Apreciada participante:

Le agradecemos su colaboracion en el estudio “EFECTO DE SOJA Y VITAMINA D
SOBRE MARCADORES DEL REMODELADO OSEO EN MUJERES CON
MENOPAUSIA INFERIOR A 10 ANOS”

Este estudio puede ayudar a conocer si la administracion de un preparado de soja
con vitamina D disminuye el remodelado 6seo y evita el deterioro del esqueleto que
aparece en la menopausia.

Actualmente, la investigacion médica sobre las enfermedades 0seas avanza
rapidamente y, por ello, es importante que usted nos dé su consentimiento para
participar en el estudio. Usted podra retirarse del mismo sin dar explicaciones,
cuando quiera sin que ello repercuta en su asistencia. Ademas le garantizamos que
sus datos seran tratados con absoluta confidencialidad de acuerdo con la Ley
Organica de Confidencialidad de datos personales (Ley organica 15/1999 . 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.

Antes de firmar este documento de autorizaciéon y en cualquier momento usted
puede pedir cualquier aclaracion a los médicos responsables del estudio.

LA Sra. . e ha sido informada de las finalidades
del presente estudio, ha podido hacer las preguntas que ha considerado oportunas y
acepta participar voluntariamente en él. 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:

Firma participante
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ANEXO 3
HOJA DE INFORMACION PARA LA PACIENTE
Se le ha invitado a participar en un estudio de investigacion. Este documento le
ayudara a decidir si desea participar en el mismo
De acuerdo con la Ley espafola sobre ensayos clinicos, el promotor ha firmado un
contrato con la Direccion del hospital, en el que se recogen los pagos a realizar por
el promotor para cubrir los gastos causados por el ensayo clinico. Estos pagos
podran incluir cantidades para el médico del estudio y el resto del equipo
investigador, como compensacion por el trabajo extra generado por la realizacién del
estudio
Acerca del estudio
La finalidad del estudio es :

- Comprobar si la asociacion de genisteina junto con calcio y vitamina D reduce

los marcadores de remodelado éseo que es un indicador del posible detrioro

del hueso a largo

En este estudio se evaluaran productos cuya venta esta aprobada y se trata de
valorar si la asociacién es mas eficaz que los farmacos por separado. En el estudio
participaran 150 mujeres durante un periodo de 12 semanas
¢ Qué se me pedira que haga?
Si toma parte en el estudio , tendra que hacer lo siguientes:

- Acudir a la consulta del médico 4 veces

- Endos de las visitas 1 y 3 acudira en ayunas

- Tomar el farmaco segun se indique

211



- Debe devolver el farmaco del estudio que no haya utilizado en cada visita

Se le asignara al azar a tomar genisteina-calcio-vitamina D, calcio-vitamina D o un
placebo ( un comprimido idéntico sin componentes activos ). Ni usted ni el médico
del estudio sabra que medicamentos esta tomando.
¢ Qué sucedera en las visitas del estudio ?
Cuando acude a las vistas del estudio , el médico o el personal del estudio podran
realizar algunos de los procedimientos o todos ellos

- Revisar historia clinica

- Realizar exploracion fisica

- Obtener muestra de sangre

- Realizar test de calidad de vida y cuestionario de Morisky-Green

- Entregarle el farmaco del estudio

¢ Qué efectos pueden tener las pruebas para mi ?

Es posible que tenga molestias durante algunas de las pruebas y puede entrafar
algun risgo ya que la extraccion de sangre pueda causar dolor, hematomas, mareo
y rara vez infeccion

Efectos adversos de los farmacos

Como hemos comentado previamente los productos empleados estan
comercializados y aprobados por las autoridades sanitarias. En los ensayos clinicos
realizados con genisteina no se han observado diferencias con el grupo placebo . No
se ha descrito incremento del riesgo de cancer de mama y en algunos casos se ha
observado una hiperplasia de la mucosa endometrial. En el estudio planteado, al

tener una duracién de 12 semanas, no se produce este hecho. La administracion de
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dosis elevadas de vitamina D puede provocar un incremento de las concentraciones
de calcio en sangre y mayor riesgo de calculos renales. Las dosis empleadas en
nuestro estudio son mucho menores y se corresponden a las indicadas en las guias
clinicas. Los suplementos de calcio pueden producir efectos secundarios digestivos
como nauseas, vomitos, diarrea, gases y estrefiimiento.

Otras informaciones

Si sufro algun dafio derivado de la participacion en el estudio ¢, Quién correra con los
gastos de médicos y hospitales ? Conforme a la legislacion vigente en Espaia sobre
ensayos clinicos, el promotor del ensayo ha concertado un seguro que cubre los
dafos que como consecuencia del mismo pudiera resulta para la persona que lo
realiza

¢, Qué ventaja puedo obtener por participar en el estudio ?

Si la combinacion es eficaz puede obtener algun efecto beneficioso. Si la
combinacion no es eficaz o si usted recibe placebo, no obtendra ningun efecto
beneficioso. La informacién obtenidad podra ayudar a otras personas en el futuro

¢, Como se protegera mi intimidad ?

Si decide participar en el estudio el medico y su equipo de investigacion utilizaran
los datos sanitarios que se refieren a usted para llevarlo a cabo. En este estudio, el
equipo de investigacion compartira los datos sobre su salud con los organismos
gubernamentales y los comites éticos que supervisan la investigacion. También
seran compartidos por el Promotor y quienes trabajen para él. Estos datos seran
identificados por codigos anonimos

El Promotor y quienes trabajan para él podran utilizar los datos sanitarios que
reciban para:

- Comprobar si el farmaco del estudio funciona y es seguro
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- Presentar la informacion a agencias gubernamentales de otros paises.

En la practica la trasmision de la informacion se hara de forma disociada de modo
que no permita identificarle y en cumplimiento de la Ley organica 15/1999 de 13 de
Diciembre de proteccion de datos de caracter personal y normativa complementaria.
El consentimiento para el tratamiento de sus datos personales y para su cesion es
revocable

¢, Recibiré alguna compensacion economica ?

No se le pagara por participar en este estudio

¢, A quién puedo llamar si tengo preguntas sobre ...7?

- El estudio : Dr José Luis Pérez Castrillon al 983420400

- Algun dafo relacionado con el estudio: Dr José Luis Pérez Castrillon al

983420400

- Mis derechos como participante en el estudio: Dr José Luis Pérez Castrillon al

983420400

Con mi firma al final, declaro que :
- He leido este formulario de consentimiento
- He tenido ocasion de hacer preguntas y ser respondidas
- Entiendo que mi participacion en este estudio es voluntaria
- Autorizo el uso y trasmision de mis datos sanitarios segun se describe en este
documento
- Puedo decidir no participar en el estudio o abandonarlo en cualquier momento

diciéndoselo al médico del estudio
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ANEXO 4

Cuestionario Morisky-Green de cumplimiento declarado (modificado)

Paciente (Iniciales): N° Cédigo:
/

Fecha: / 12

(Marcar una ‘X’ en la casilla que corresponda segun la respuesta del paciente)

Durante su tratamiento con bifosfonatos para la osteoporosis:

a)- ¢Ha olvidado tomar la medicacion alguna vez? | () | | (0)

v

-En general usted diria que se tomd la medicacion
(marque lo que corresponda)

-Mas del 75% de las veces

-Entre el 50- 75% de las veces

-Menos del 25% de las veces

[ ]
[ ]
-Entre el 25-50% de las veces ]
[ ]
Si

b)- ¢ Ha tomado la medicacién como su médico le indicé? | | (0) | | (1)

c)- Cuando se ha sentido mejor ¢ ha dejado de tomar
alguna vez la medicacion?

—_~
—_—
N—
—~
o
N—

d)- Cuando, se ha sentido mal al tomar
la medicacidn, ¢ ha dejado de tomarla?

—_~
—_—
N—
I
(=)
IN—

Score:
0 Alta adherencia
1-2 Moderada adherencia
3-4  Baja adherencia

Investigador:

Firma:
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ANEXO 5

[

W‘
HOSPITAL UNIVERSITARIO

RIO HORTEGA

) Sacyl

SRNDAD DE CASTEER FAECH.

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

D. FLORENTINO PINACHO PELAEZ, Secretario del Comité Etico de Investigacion
Clinica del Centro Hospitalario: Hospital Universitario del Rio Hortega de Valladolid,

CERTIFICA:

Que este Comité ha evaluado, en su reunién del dia 26 de Abril de 2012, la propuesta
del Promotor FARMALIDER, S.A., para que se realice el Estudio de Intervencién en
humanos con alimentos. Cédigo de Protocolo: 2012/0012, titulado: “Eficacia de un
complemento alimenticio con Calcio, Vitamina D e Isoflavonas de Soja sobre
marcadores del remodelado 6seo de mujeres postmenopausicas . Que serd
realizado por el Dr. José Luis Pérez Castrillon, como Investigador Principal y
considera que:

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los
objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el
sujeto.

La capacidad del investigador y los medios disponibles son apropiados para llevar a
cabo el estudio.

Y que este Comité acepta que dicho Estudio sea realizado en el Hospital del Rio
Hortega de Valladolid, por el Dr. José Luis Pérez Castrillin como Investigador
Principal s

Lo que firmo en Valladolid, a 26 de Abril de 2012

A7 S
)
i 1

I\

e a

Fdo. D. Flot' W Pel4s

Secretario CEIC

216



217



218



