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1 INTRODUCCION

1.1 GLANDULAS PARATIROIDES

1.1.1 Anatomofisiologia de las glandulas paratiroid es

Habitualmente existen cuatro glandulas paratiroides, aunque algunas personas
pueden presentar entre seis y ocho (aproximadamente entre el (2 — 6,5) % de la
poblacién). Presentan una estructura elipsoidea plana, cuyo color es marron,
volviéndose amarillentas con la edad en relacién con un mayor contenido graso .
En el hombre, las glandulas paratiroides inferiores se originan en el endodermo de la
tercera bolsa branquial y migran con el timo, lo que puede determinar una
localizacion variable desde el &ngulo de la mandibula al mediastino anterior y, en
ocasiones, una localizacion tan baja como el pericardio. Las glandulas paratiroides
superiores derivan de la cuarta bolsa branquial, en intima relacién con el cuerpo
ultimobranquial, del que se separan al incorporarse éste al tiroides, situandose a la
altura del istmo tiroideo, cerca de la interseccion de la arteria tiroidea media con el
nervio recurrente laringeo.

Su tamano es de unos 4,5 mm y su peso de (30 — 50) mg cada una (algo superior en
mujeres) 2.

Las glandulas paratiroides pueden localizarse en la capsula de la glandula tiroides o
estar incluidas en el tejido tiroideo, pero siempre rodeadas de una capsula de tejido
conjuntivo por la que penetran elementos vasculares y nerviosos.

Las glandulas paratiroides contienen tres tipos celulares: principales, oxifilicas y
claras. Las células principales son las mas abundantes y suelen disponerse en

forma laminar o formando trabéculas. Son las responsables de la secrecion de la
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paratirina (PTH). Su tamafio es de (6 — 8) um de didmetro y cabe distinguir dos
variantes: las células principales oscuras (activas), que contienen numerosos
granulos secretores de la region de Golgi, y las palidas (inactivas), ricas en
glucégeno y pobres en granulos secretores & ?. En condiciones normales, la
proporcion entre las células inactivas y activas es de 5:1; en situaciones de
hipercalcemia cronica la proporcion se incrementa hasta 10:1. Las células oxifilicas
presentan un diametro de (8 — 12) um, con un citoplasma granular eosinofilo debido
a su rigueza en mitocondrias, y sin llegar a superar el 5 % de las células
parenquimatosas. Su funcion es desconocida y se disponen aisladamente entre las
células principales. Por dltimo, las células claras son las de mayor tamafio, (10 — 15)
um de didmetro, se encuentran en ocasiones en las glandulas paratiroides y aunque
no parecen estar asociadas con ninguna funcion secretora, llegan a ser abundantes
en algunos casos de hiperplasia glandular .

La principal funcion de las glandulas paratiroides es la secrecion de paratirina (PTH),
hormona que, junto con la 1,25-(OH),-Vitamina D (metabolito activo de la vitamina D)
y la calcitonina, integran un complejo sistema endocrino que controla la homeostasis
del calcio y del fosfato en todos los vertebrados, mediante la regulacion del flujo de
estos minerales entre el liquido extracelular y diversos compartimientos efectores
“potencialmente activados” por éstos y que son el intestino, el hueso y los rifiones.
Otros factores, como la dieta, agentes fisicos, hormonas (somatotropina, tiroxina,
folitropina, lutropina, cortisol, factores de crecimiento insulinoide, entre otras)
intervienen también en diferentes aspectos de la regulacién y modulacién de las
respuestas de estos oOrganos efectores a las hormonas controladoras del

metabolismo fosfocalcico.
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1.1.2 Paratirina (PTH)

La paratirina (PTH) es una hormona polipeptidica de 84 aminoacidos cuyo residuo
aminoterminal es la serina y el carboxiterminal la glutamina, con una masa molar de
9,5 kmol/g (kD). La actividad biolégica se localiza en la secuencia 1 — 34. Se ha
establecido que uno de los genes para su codificacion esta ubicado en el brazo corto

del cromosoma 11.

1.1.2.1 Biosintesis

El producto original de este gen es un precursor polipeptidico de 115 aminoacidos y
masa molar de 13 kD que recibe el nombre de prepro-PTH. Es precisamente la
secuencia “pre” la primera parte que surge del ribosoma, quedando por su caracter
hidrofébico adherida a la membrana del reticulo endoplasmatico. La funcion de este
fragmento es localizar los puntos claves del reticulo endoplasmico liso, generando
una porosidad, por la que posteriormente penetrara la cadena formada en el interior
del reticulo endoplasmético. En éste, una peptidasa elimina este fragmento y
comienza el plegamiento de la molécula. La conversion de prepro-PTH a pro-PTH
probablemente ocurre durante el transporte del polipéptido en la cisterna del reticulo
endoplasmatico rugoso, en cuestion de segundos. La pro-PTH formada contiene 90
aminoacidos y una masa molar de 10 kD. La escision de otro hexapéptido permite la
conversion de pro-PTH a PTH a los pocos minutos de haberse iniciado la sintesis de
la pro-PTH. En este punto, la PTH se encuentra libre o bien empaquetada en
granulos secretores para su depdésito y liberacion. La hormona intacta (PTH 1 — 84)
sufre al menos otra escision, mediante la accion de la catepsina B, en los granulos
secretores para generar fragmentos carboxiterminales, que pueden ser liberados

con la hormona intacta a la circulacion. Ninguno de los precursores de la PTH
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(prepro-PTH y pro-PTH) presenta actividad bioldgica valorable y no son detectados
en la circulacion. Las células principales también producen una glucoproteina
(proteina secretada por las paratiroides [PSP]) simultdneamente con la PTH que ha

sido involucrada en el transporte de la pro-PTH en el espacio cisterna 2.

1.1.2.2 Regulacion de la biosintesis intracelular

Existe una via degradativa para la PTH, sensible al calcio, en el interior de las
células principales. Este mecanismo actia modulando la secrecion y el
almacenamiento de la PTH: concentraciones plasmaticas de calcio elevadas lo
estimulan y concentraciones disminuidas lo inhiben. La degradacion de la PTH se
lleva a cabo mediante proteolisis. El sistema adenilciclasa y el producto de esta
enzima, el 3'5’-AMPc, son los agentes intermediarios en el control por el calcio de la

secrecion paratiroidea * 2.

1.1.2.3 Metabolismo y fragmentos circulantes

La PTH circulante es heterogénea y a ello contribuyen varios factores. En primer
lugar, la glandula paratiroides secreta PTH intacta (1 — 84) y fragmentos
carboxiterminales con las regiones media y carboxiterminal de la molécula. No hay
datos que apoyen la secrecion de fragmentos aminoterminales activos por la
glandula paratiroides. Los fragmentos circulantes son el resultado de los secretados
y de los derivados del metabolismo de la PTH en el higado, el rifidn y, en menor
proporcion, en el hueso. En el higado (mediante las células de Kupfer) y en el rifion,
la PTH intacta es escindida a fragmentos carboxiterminales y aminoterminales que
no son metabolizados. Los fragmentos -carboxiterminales son eliminados
principalmente mediante la filtracion glomerular, pero también lo son, aunque en

menor proporcion, los fragmentos aminoterminales y la PTH intacta. Se ha
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demostrado un proceso de recaptacion tubular que afecta sobre todo a los
fragmentos aminoterminales. Asi, mientras en el efluente venoso de la glandula
paratiroides la PTH intacta puede constituir el 80 % de la secrecion, a nivel periférico
la contribucibn de los fragmentos la reduce al 10 %, representando los
carboxiterminales la mayor proporcion (80 %) y los aminoterminales una minima
fraccion @.

Los fragmentos aminoterminales tienen actividad biol6gica, pero una vida media
circulante corta, similar a la PTH intacta (alrededor de 10 minutos), mientras que los
carboxiterminales son activos parcialmente presentando una vida media mas larga

(40 minutos).

1.1.2.4 Control de la secrecion

La secrecién de PTH es inversamente proporcional a la concentracion plasmatica de
calcio, con una elevada capacidad de regulacion. Esta retroalimentacion negativa
significa la puesta en marcha de efectos de la PTH sobre el rifidn, el hueso e,
indirectamente, el intestino, para mantener la normocalcemia. En situaciones de
hipercalcemia se secretan fragmentos carboxiterminales, ademas de disminuir la
PTH intacta. El calcio ionizado plasmatico es el principal determinante de la
secrecion de PTH 2,

La secreciéon de PTH también aumenta al disminuir la concentracion de magnesio,
siempre que la de calcio se mantenga normal. La perfusion de magnesio disminuye
la secrecion de PTH, estimandose su efecto en un tercio respecto al del calcio. En
situaciones de reduccion cronica de magnesio puede haber una secrecion
inadecuada de PTH, implicando posiblemente un deterioro en los mecanismos

secretores de la misma & 2.
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1.1.2.5 Funcién bioldgica
La PTH es la principal hormona en el control y la proteccién del organismo frente a la

hipocalcemia, regulando el intercambio mineral del hueso, rifidn e intestino.

1.1.2.5.1 En el rifidén

La PTH produce:

a) un incremento acusado en la excrecion urinaria de fosfato, que es independiente
de los cambios en el filtrado glomerular y que se lleva a cabo por una disminucion de
la reabsorcion tubular proximal de este ion;

b) un incremento en la reabsorcion tubular de calcio y magnesio, y

C) un incremento en la excrecion urinaria de hidrogenocarbonato por inhibicion de su
reabsorcion tubular proximal.

En situaciones de hipercalcemia crénica (hiperparatiroidismo primario) puede
predominar la hipercalciuria, a pesar de la PTH elevada, lo que se explica porque la
accion de esta hormona sobre el tubulo distal sélo afecta al 10 % que se reabsorbe a
este nivel &2,

El 90 % del calcio filtrado es reabsorbido por un proceso independiente de la PTH no
saturable ligado al transporte del sodio en el tabulo proximal y el asa de Henle. La
PTH se liga a un receptor en la cara basal de la célula tubular, activando el sistema
adenilciclasa e incrementando el AMPc citosdlico, el cual, al unirse a la subunidad
reguladora de la proteincinasa del borde luminal, disocia a ésta de la subunidad

catalitica. La fosforilacion de proteinas de la membrana celular por la subunidad

catalitica activada, inhibe el transporte de sodio y fosfato hacia el interior celular 2.
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1.1.2.5.2 En el hueso

En el esqueleto la PTH estimula la resorcion 6sea. También estimula la formacién de
hueso nuevo, pero su efecto neto es aumentar la liberacion de calcio y fosfato a la
sangre &2,

La administracion de PTH provoca inicialmente un estimulo de la osteolisis
osteocitaria y la resorcién ésea por los osteoclastos preexistentes, generacion de
nuevos osteoclastos y, por ultimo, depresion de la funcion de los osteoblastos
(retraccion y disminucién de la sintesis y del contenido proteico de estas células). A
largo plazo, la PTH estimula la generacion de factores de acoplamiento de la
remodelacion 6Osea, pudiendo llegar a sobrepasar la inhibicibn directa de los
osteoblastos y a provocar diferenciacion de células con funcidon osteoblastica y
formacion de nuevo hueso. Dado que los osteoblastos tienen receptores para la PTH
y los osteoclastos no, los efectos de esta hormona sobre los osteoclastos son

mediados por los primeros. Se ha demostrado que la PTH es menos efectiva en

promover la resorcién ésea en ausencia de 1,25-(OH),-vitamina D ¢ 2.

1.1.2.5.3 En el intestino
La PTH induce la sintesis renal de la 1,25-(OH),-vitamina D que, a su vez, estimula

la absorcién intestinal de calcio y fosfato 2.

1.1.3 Vitamina D

La vitamina D (calciferol) y sus metabolitos constituyen un grupo de compuestos
esteroides (secosteroles) que, mediante su metabolito activo, la 1,25-dihidroxi-
vitamina D [1,25-(OH),-vit D] intervienen en la regulacion del metabolismo del calcio
y del fosfato. La vitamina D3 (colecalciferol) y la vitamina D, (ergocalciferol) son

absorbidas por el tracto gastrointestinal a partir de los alimentos que las contienen,
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tejidos animales, aceite de higado de bacalao (vitamina D3); plantas, pan y levaduras
irradiadas (vitamina D;), en un proceso de difusion pasiva que requiere sales
biliares, para pasar a través del sistema linfatico (ligadas a los quilomicrones) a la

circulacién general, donde circulan unidas a a-globulinas (proteinas transportadoras)

L2

1.1.3.1 Biosintesis

En condiciones normales, la fuente mas importante de vitamina D es su biosintesis
en las células epidérmicas (estrato granuloso). En la piel, la radiacion ultravioleta del
sol, transforma el 7-deshidrocolesterol en previtamina D3, en una reaccion fotolitica
no catalizada por enzimas. Posteriormente, es lentamente transformada a vitamina
D3, la cual circula en la sangre ligada a una proteina transportadora (alfa-globulina)
con una masa molar de 56 kD y una afinidad 200 veces mayor por la vitamina D3
respecto a la previtamina Ds. Esta proteina transportadora presenta un Unico centro
activo en toda la molécula para todos los metabolitos de la vitamina D, a los que
transporta, aunque con mayor afinidad por el 25-hidroxicolecalciferol [25-(OH)-
vitamina D3] que por la vitamina D o la 1,25-(OH),-vitamina Ds;. De manera similar a
la proteina transportadora de tiroxina, no se satura mas alla del 3 % con vitamina D3
en condiciones fisiolégicas, por lo que es un gran reservorio potencial 2.

Existe un control sobre las concentraciones endégenas de vitamina D3, puesto que a
pesar de prolongadas exposiciones al sol, sélo hay minimos incrementos. Esto se
produce probablemente por regulacion de la liberacion de la vitamina D3 en la piel y
no por la inhibicion de una 25-hidroxilasa hepatica. El tejido adiposo y el musculo

son los lugares de mayor depdsito de vitamina D en el organismo.
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1.1.3.2 25-Hidroxilacion hepéatica

El 90 % de esta primera hidroxilacion de la vitamina D con produccién de 25-(OH)-
vitamina D3, se lleva a cabo en el higado y el resto en el rifidn e intestino. De los dos
sistemas implicados, el mitocondrial y el microsémico de los hepatocitos hay
evidencias de que es en este Ultimo donde, en condiciones fisioldgicas, se realiza la
25-hidroxilacién mediante una enzima 25-hidroxilasa (E.C 1.14.13.15) ©.

No existe inhibicién retroactiva de la 25-(OH)-vitamina D3 sobre la 25-hidroxilasa,
sino que la regulacion parece estar influida por la concentracion del sustrato. La
relacion entre el sustrato (vitamina D3) y el producto 25-(OH)-vitamina D3z no es
lineal, aunque la respuesta disminuye proporcionalmente con el incremento del
sustrato. El calcio, el fosfato o la PTH no influyen en la actividad de esta enzima,
aunque la 1,25-(0OH),-vitamina D3 parece inhibirla.

La 25-(OH)-vitamina D3 es el metabolito mas abundante en plasma, aunque es 100
veces menos potente en estimular la absorcion intestinal del calcio que la 1,25-

(OH),-vitamina D5 2.

1.1.3.3 1-a-hidroxilacion de la 25-(OH)-vitamina D 3

En el rifion, la 25-(OH)-vitamina D3 es hidroxilada en la posicion 1 por una
hidroxilasa (EC 1.14.13.13) ® presente en las mitocondrias de los tibulos
proximales, para formar la 1,25-(OH),-vitamina D3, el metabolito mas activo y
potente biolégicamente de la vitamina D, que induce la absorcion intestinal de calcio
y fosfato, al igual que la resorcion Osea. La 1,25-(OH).-vitamina D3 circula a

concentraciones bajas, alrededor de 70 pmol/L, con una vida media de (2 — 4) horas

L2
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En el rifion se produce la segunda hidroxilacion cuantitativamente mas importante de
la vitamina D. Mediante una 24-r-hidroxilasa (EC 1.17.99.3) ® se forma la 24,25-
(OH),-vitamina D3, presente en el plasma en concentraciones mayores, con una vida
media de 6 horas y una regulacién opuesta a la 1,25-(OH),-vitamina Ds. La actividad
de la 24,25-(OH),-vitamina D3 es escasa y similar a la de su precursor, 25-(OH)-
vitamina D3. La formacion de estos dos compuestos, 1,25-(OH),-vitamina D3 y 24,25-
(OH),-vitamina D3, es esencial para la regulacion del metabolismo mineral. Las
enzimas involucradas estan reguladas por la hipocalcemia-PTH y las
concentraciones bajas de fosfato. En condiciones de normocalcemia se produciran
ambas moléculas, aunque con mayor predominio de la 24,25-(OH),-vitamina D3. En
la hipocalcemia se estimula la secrecion de PTH, y ésta, a su vez, estimula la 1-a-
hidroxilasa renal, con lo que se sintetiza mas 1,25-(OH),-vitamina D3, que tiende a
restaurar la normocalcemia, a la vez que se suprime la 24-hidroxilacion. Con el
incremento gradual de las concentraciones plasmaticas de calcio se produce una
disminucién de la sintesis de 1,25-(OH),-vitamina D3 y de la actividad de la glandula
paratiroides. Ademas del rifion, existe actividad tipo 1-a-hidroxilasa, en el hueso, el
intestino y las plaquetas, y de tipo 24-hidroxilasa en el intestino, el cartilago y el
hueso ® 2,

La hipofosfatemia incrementa las concentraciones de 1,25-(OH),-vitamina D3 y
disminuye la produccion de 24,25-(OH),-vitamina D3;. De forma similar a lo que
ocurre con el calcio, la elevacion del fosfato plasméatico frena la produccion de la
1,25-(OH),-vitamina D3 y estimula la sintesis de la 24,25-(OH),-vitamina D3.

Las hormonas sexuales (estrogenos, testosterona, entre otras) tienen un efecto

estimulante de la 1-a-hidroxilasa.
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La somatotropina (GH), parece estimular la actividad de la 1-a-hidroxilasa, mientras
que la calcitonina parece inhibirla.

Los glucocorticoides no parecen afectar a esta enzima y si a las acciones bioldgicas
de la 1,25-(OH),-vitamina Ds.

Existen alrededor de 20 metabolitos, identificados biogquimicamente, de la vitamina
D. El acido calcitroico, biolégicamente inerte, es el principal metabolito de la 1,25-
(OH),-vitamina D3 hallado en el intestino .

La excrecion de los metabolitos de la vitamina D tiene lugar fundamentalmente por la
bilis y existe evidencia de una circulacion enterohepatica para la 25-(OH)-vitamina D3

y la 1,25-(0OH),-vitamina Ds.

1.1.3.4 Funcion biologica

1.1.3.4.1 En el intestino

El calcio es absorbido por el tracto gastrointestinal (65 % en el ileon, 17 % en el
yeyuno) por un proceso de difusion pasiva y por transporte activo. Este ultimo
proceso, es dependiente de la vitamina D y se caracteriza por la entrada de calcio a
través de la membrana de las microvellosidades de las células intestinales, en contra
de gradiente de concentracion, y por la excrecion activa del idn a la sangre por la
membrana basal lateral. Ni la calcitonina ni la PTH intervienen directamente en esta
absorcion. El mecanismo de este proceso implica que la 1,25-(OH),-vitamina D3
atraviese la membrana basal lateral de la célula de la mucosa intestinal e
interaccione con un receptor especifico. EI complejo receptor—1,25-(OH),-vitamina
D; es translocado al nucleo, induciendo la produccion de un RNA mensajero

(transcripcion) que codifica las proteinas transportadoras del calcio y del fosfato. La
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principal de estas proteinas presenta una masa molar de 15 kD y cuatro centros
activos por molécula para el calcio @.

En el borde rugoso de las células intestinales también se han aislado otras dos
enzimas: fosfatasa alcalina (EC 3.1.3.1) ® y una ATPasa dependiente del calcio (EC

3.6.3.8) @, que guardan menor relacién con la absorcion intestinal del calcio * 2.

1.1.3.4.2 En el hueso

La falta de vitamina D ocasiona un déficit en la mineralizacion de la matriz ésea, que
en ninos se manifiesta como raquitismo y en adultos como osteomalacia. La 1,25-
(OH),-vitamina D3 promueve la resorcion ésea, lo que, unido a su accion estimulante
de la absorcion neta de calcio en el intestino, favorece un ambiente rico en minerales
en las zonas de remodelado 6seo, haciendo posible la mineralizacién de la nueva
matriz 6sea. Se ha comprobado que estimula la diferenciacion de progenitores de

osteoclastos a células maduras. Este efecto es potenciado por la PTH @,

1.1.3.4.3 En el rifidén

La 1,25-(OH),-vitamina D3 provoca un aumento de la reabsorcion tubular del calcio y
del fosfato, aumentando las concentraciones plasmaticas de calcio. Por otro lado, la
accion de aumentar la reabsorcién tubular de fosfato, observada sobre todo en
pacientes con deficiencia de vitamina D, podria en parte explicarse por la supresion

del hiperparatiroidismo secundario acompadante .

1.1.4 Calcitonina
La calcitonina es un polipéptido de 32 aminoacidos, con estructura terciaria plegada,
un puente disulfuro entre los aminoacidos 1y 7 y un grupo amino en el aminoacido

prolina carboxiterminal. Su masa molar es de 3,4 kD y para su actividad biol6gica
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requiere la secuencia total de aminoacidos, asi como la integridad del puente
disulfuro y del grupo prolinamida ¢ 2.

Es una hormona polipeptidica secretada por las células C de la glandula tiroides en
respuesta a la hipercalcemia, inhibiendo la resorcion 6sea. Las células responsables
de su secrecién tienen un ndcleo grande y claro, con numerosos granulos finos de
calcitonina, y se localizan sobre todo en la parte media interna de los Iébulos

tiroideos.

1.1.4.1 Biosintesis, metabolismo y formas circulant  es

La biosintesis de la calcitonina es compleja, localizandose su gen en el cromosoma
11. El gen codificador en el tiroides expresa preferentemente la calcitonina, mientras
que, en el cerebro, el expresado es el péptido relacionado con el gen de la
calcitonina (CGRP) .

La calcitonina se forma a partir de una prepro-calcitonina, que contiene unos 141
aminoacidos y que posteriormente se escinde a pro-calcitonina. La calcitonina (tres
veces inferior en tamafo) procede de la region media de este polipéptido, mientras
que la katacalcina deriva de los 21 aminoacidos aminoterminales. La katacalcina es
estudiada en la actualidad por sus efectos hipocalcemiantes y por ser secretada
simultaneamente con la calcitonina en el carcinoma medular de tiroides. El CGRP es
el producto alternativo originado en el cerebro, que presenta una potencia
hipocalcemiante e inhibidora de la resorcidon 6sea débil, en comparacion con la
calcitonina. Su efecto principal es la vasodilatacion. Se han descifrado las
secuencias polipeptidicas de la calcitonina de diferentes especies (humana, porcina,
bovina, ovina, salmén y rata): 9 aminoacidos son comunes y todas tienen
prolinamida carboxiterminal. Sin embargo, existen notables diferencias en cuanto a

la potencia hipocalcemiante & 2.
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La metabolizacion de la calcitonina se realiza sobre todo por aclaramiento renal. Su
vida media es de unos 10 minutos. Existe un proceso de filtracion, reabsorcion
tubular y degradacion en el rifién, con eliminacion de cantidades muy pequefias de
calcitonina. La forma circulante de calcitonina en individuos sanos es una cadena
polipeptidica de 32 aminoacidos, pero en pacientes con carcinoma medular de
tiroides y, en menor proporcion, en otras neoplasias (carcinoma bronquial) es
heterogénea, ya que hay formas de elevada masa molar (7 - 60 kD) de calcitonina
inmunorreactiva correspondientes a dimeros (enlace de dos cadenas de calcitonina
por puentes disulfuro en sentido opuesto) o polimeros de la hormona sin actividad

biolégica, que llega a constituir el (50 — 80) % del material inmunorreactivo .

1.1.4.2 Control de la secrecion

La calcitonina es segregada en respuesta a un aumento de la concentracion
plasmatica de calcio. La disminucion de este ion inhibe la secrecion de calcitonina.
Existe una correlacion positiva entre las concentraciones de calcio y la calcitonina
plasmatica en individuos normales, cuando los valores de la concentracion de calcio
sobrepasan los 2,25 mmol/L. La PTH, la 1,25-(OH),-vitamina D3, la secretina y las
prostaglandinas no parecen modificar su secrecion. En cambio, el magnesio, a dosis

farmacolégicas, es capaz de estimular su liberacion ¢ 2.

1.1.4.3 Funcion biologica

La importancia fisiologica de la calcitonina se desconoce. En clinica su deficiencia no
provoca una afeccion definida, describiendose solo que pacientes con tiroidectomia
total tienen mas dificultad en el manejo de una sobrecarga célcica en situaciones

experimentales.
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1.1.4.3.1 En el hueso

La calcitonina inhibe la resorcion ésea. Tras su administracion, disminuyen los
osteoclastos (ya que inhibe la formacion de células precursoras y la diferenciacion
de osteoclastos preformados) y también la actividad de ciertas enzimas que
aumentan con la PTH. Si la administracion de calcitonina es prolongada, los
osteoclastos pueden escapar de sus efectos (“fenédmeno del escape”), lo cual se
atribuye a una pérdida de la regulacion del nimero y/o de la capacidad de afinidad
de los receptores de la hormona. También esta implicada en este proceso la
aparicion de osteoclastos no sensibles a la calcitonina. Este fendmeno podria
explicar la falta de respuesta hipocalcémica sostenida en situaciones de
hipercalcemia tumoral tratada con calcitonina.

La accion inhibidora de la resorcion 6sea no se acompafia de cambios en el calcio
plasmatico en condiciones normales. Este efecto 6éseo es mayor cuando hay
incremento del remodelado 6seo (crecimiento, enfermedad de Paget, etc.) o si
previamente ha habido estimulaciéon con vitamina D o PTH, pero siempre sin

provocar una reduccion de las concentraciones plasmaticas de calcio en adultos.

1.1.4.3.2 En el rifidn

Por otro lado, la calcitonina aumenta la excrecion urinaria de calcio, fosfato, sodio,
potasio y magnesio. Los efectos fosfatlricos no son mediados por la PTH, puesto
que esta accion se manifiesta en su ausencia. Este efecto tiene lugar en el tibulo
proximal, y el AMPc parece mediarlo de manera similar a como lo hace en el hueso.
Cuando la dosis de calcitonina es muy elevada, la excreciébn de calcio puede
disminuir probablemente en relacion con la hipocalcemia transitoria que induce.

Todas estas acciones renales son posiblemente so6lo farmacoldgicas, pues para
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provocar un aumento significativo de la excrecion de sodio se requiere una dosis de

calcitonina 100 veces mayor que la necesaria para descender la calcemia ®.

1.1.5 Fisiopatologia: hiperparatirpoidismo primario

Los trastornos de las glandulas paratiroides son normalmente clasificados por el
grado de produccion de la hormona que generan: hiperparatiroidismo e
hipoparatiroidismo.

Pese a existir diversas enfermedades relacionadas con las glandulas paratiroides
como el hipoparatiroidismo e hiperparatiroidismo secundario o renal, en el presente

trabajo sélo se hara mencion al hiperparatiroidismo primario.

El hiperparatiroidismo primario (HPTP) es una enfermedad caracterizada por
hipersecrecion de PTH que provoca hipercalcemia, por sus acciones sobre el rifion,
el intestino y el hueso. La hipercalcemia es incapaz de suprimir la secrecion
aumentada de PTH, como lo hace en circunstancias normales. La hipercalcemia
generalmente permanece constante durante muchos afios, con pequefas
oscilaciones, aunque puede ser ciclica en algunas ocasiones.

El aumento de PTH induce una mayor sintesis por el tibulo renal de la 1,25-(OH),-
vitamina D3, lo que favorece la absorcion intestinal del calcio. Asimismo, estimula la
resorcion 0sea por los efectos combinados de la PTH y la 1,25-(OH),-vitamina Ds.
Por ultimo, también se incrementa la reabsorcion tubular de calcio. Todo ello es
responsable de la produccion de la hipercalcemia.

Su prevalencia oscila entre el 1 y el 3 %o en la poblacion adulta. Su incidencia anual
es de 250 nuevos casos por millén de habitantes y afio. Afecta sobre todo a adultos,

y el 85 % de los casos tienen mas de 30 afios, siendo mayor su frecuencia en la
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séptima década y en mujeres postmenopausicas. Es dos veces mas frecuente en las
mujeres que en los varones @,

La forma etiolégica mas frecuente del HPTP es la espontanea, aunque se han
descrito casos familiares o bien formando parte del sindrome de neoplasia endocrina
multiple (MEN) tipos | y II.

La lesion histoldégica causante del hiperparatiroidismo primario puede ser un
adenoma, una hiperplasia o un carcinoma de las glandulas paratiroides. En el 80 %
de los casos se encuentra un adenoma solitario, que suele localizarse en las
glandulas paratiroides inferiores. El (6 — 10) % de ellos tienen una localizacion
ectopica, intratiroidea, en el timo o en otra zona mediastinica. Suelen pesar entre
(0,2 — 2) g, aunque pueden llegar a (10 — 20) g. A mayor tamafio del adenoma, mas
manifestaciones clinicas. Histolégicamente, el adenoma se compone de un grupo
homogéneo celular, en general células principales, y escasez de células grasas,
adquiriendo el tumor un color marron oscuro. Es infrecuente el hallazgo de
adenomas multiples .

En el (15 — 20) % de los casos presentan hiperplasia de las cuatro glandulas
paratiroides, por lo general de las células principales y en menor proporcion de las
células claras. La hiperplasia suele ser el hallazgo en los sindromes pluriglandulares
con hiperparatiroidismo primario .

Menos del 1 % de los pacientes presentan un carcinoma en una de las glandulas.
Suelen ser lesiones funcionantes, de crecimiento lento y que metastatizan
preferentemente por via linfatica. Sus manifestaciones clinicas 0seas y renales, asi
como la hipercalcemia, suelen ser mas intensas.

Los signos y sintomas mayores del hiperparatiroidismo primario, pueden clasificarse

en 0seos, renales o secundarios a la hipercalcemia:
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1.1.5.1 Manifestaciones 6seas

La lesibn mas frecuente es la osteopenia difusa o vertebral, complicada o no con
fractura compresiva de los cuerpos vertebrales y la osteoporosis. La osteopenia del
hiperparatiroidismo no siempre es homogénea o difusa, pudiendo afectar
precozmente sobre todo el craneo, las falanges y las claviculas. Con técnicas
densitométricas se ha comprobado que mas del 30 % tienen pérdida mineral, incluso
las formas asintomaticas, por lo que puede considerarse una manifestacion
subclinica de la enfermedad .

Las lesiones O&seas clasicas del hiperparatiroidismo, observadas mediante
radiografias del hueso, son: la osteopenia u osteoporosis, la resorcion ésea
subperiostica, fracturas, la osteosclerosis y las lesiones quisticas. La lesién mas
comunmente observada es la reabsorcion o erosion subperiéstica en las manos: en
las falanges medias, sobre todo en su lado radial, hay pérdida del suave contorno
externo, con desflecamiento. Con lentes de aumento se observan mejor las
erosiones pequefas en las placas radiograficas. También se advierten erosiones y
destruccion del abultamiento de las falanges terminales. Hay lesiones similares en el
hombro (tercio discal de la clavicula), la sinfisis del pubis y las articulaciones
sacroiliacas. Estos hallazgos corresponden tanto al hiperparatiroidismo primario
como al secundario. En el craneo, los cambios erosivos confieren el aspecto
moteado en sal y pimienta. Rara vez hay osteosclerosis, que es mucho mas
frecuente en el hiperparatiroidismo secundario asociado con insuficiencia renal,
sobre todo en nifios, pudiendo adoptar una forma localizada o difusa. La disminucién
o la pérdida de la lamina dura dentaria es frecuente en esta enfermedad, pero no

revierte con la cirugia del adenoma.
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1.1.5.2 Manifestaciones renales

Desde que las formas asintomaticas se diagnostican con mayor frecuencia, la
incidencia de litiasis renal ha ido disminuyendo, hasta situarse en el (7 — 15) %
actual, en la mitad de los cuales no da sintomatologia. Sin embargo, el analisis por
grupos de edad demuestra que en los menores de 60 afios continla siendo un
sintoma de presentacion @,

La repercusion renal inicial suele ser un defecto en la funcién tubular, que puede
demostrarse en ausencia de litiasis renal o evidencia de infeccion. Suele haber
incapacidad para concentrar la orina y, a la larga, hipostenuria, debido al bloqueo de
la accion de la vasopresina sobre los tubulos renales causado por el calcio. También
se ha observado una incapacidad para excretar acidos, con acidosis hiperclorémica
y consiguiente disminucién del hidrogenocarbonato. Se asocian aminoaciduria,
glucosuria y fosfaturia, todo ello favorecido por las frecuentes infecciones en
pacientes con uropatias obstructivas. Los cambios anatomicos consisten en
nefrocalcinosis y litiasis renal. La nefrocalcinosis no suele presentarse en pacientes
con hiperparatiroidismo y litiasis renal, y si en aquellos con insuficiencia renal
moderada o intensa e hipercalcemia grave. Se caracteriza por la precipitacion de
calcio y fosfato en el epitelio tubular y el intersticio renal, por lo que se piensa que la
disminucién de la funcion renal la desencadena, lo cual, a su vez, la deteriora aun
mas.

Alrededor del 3 % de los pacientes con litiasis calcica presentan hiperparatiroidismo
primario, pero suelen transcurrir mas de 3 afios, como término medio, antes de
establecerse este diagndstico. Si se estudia a los pacientes con litiasis renal célcica

recidivante, el (5 — 10) % presenta hiperparatiroidismo en ausencia de afectacion
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Osea. Los céalculos mas frecuentes son de fosfato célcico puros, oxalatos calcicos o,

mas a menudo, mixtos &.

1.1.5.3 Sintomas debidos a la hipercalcemia

Con frecuencia los pacientes refieren manifestaciones inespecificas y secundarias a
la afectacion por la hipercalcemia de un gran nimero de sistemas (Tabla 1). En
algunos se presenta como crisis aguda, caracterizada por alteraciones mentales
graves, insuficiencia renal aguda y sintomas digestivos, que llevan al fracaso renal

oligurico, coma y muerte en taquiarritmia o fracaso ventricular.

Neuromusculares Renales Gastrointestinales Cardiovasculares
y psiquiatricas

Astenia Poliuria, polidipsia  Anorexia, nauseas Hipertension

Confusion, Nefrocalcinosis Estrefiimiento Arritmias
letargia, coma

Somnolencia Nefrolitiasis Ulcera péptica Cambios
electrocardiograficos

Irritabilidad, Insuficiencia renal Pancreatitis Sinergismos con
depresion digoxina

Tabla 1. Manifestaciones clinicas de hipercalcemia.

La asociacion de hipercalcemia crénica con las manifestaciones clinicas 6seas o
renales tipicas es virtualmente diagndstica de hiperparatiroidismo primario. Pero en
la actualidad muchos pacientes presentan una hipercalcemia ligera totalmente
asintomatica o con sintomas inespecificos, que se detecta casualmente al hacer un
perfil bioquimico general, de manera que el problema que se plantea entonces es el
del diagnéstico diferencial de la hipercalcemia. El hiperparatiroidismo primario se
suele encontrar en pacientes ambulatorios con hipercalcemia ligera estable durante

afios. La hipovitaminosis D puede enmascarar la presencia de la enfermedad,
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produciendo normocalcemia asociada a signos radioldgicos de hiperparatiroidismo.
Al corregir la deficiencia de vitamina D aparece la hipercalcemia 2%,
Generalmente, cuando se palpa un nédulo en el cuello en un paciente con
hiperparatiroidismo primario suele deberse a una enfermedad tiroidea coincidente,
mas que al proceso paratiroideo.

En el hiperparatiroidismo primario las concentraciones plasmaticas de fosfato y
magnesio estan dentro de los respectivos intervalos de referencia o ligeramente por
debajo de éstos. Los marcadores de remodelacién 6sea suelen estar elevados en
los casos de franca afectacion 6sea, con cambios marginales en el resto de los
casos, pero estas alteraciones son inespecificas. Las concentraciones plasmaticas
de 25-(OH)-vitamina D3 suelen estar dentro del intervalo de referencia o ligeramente
por debajo de éste (la PTH acelera su metabolismo).

En orina, los valores de caudal (concentracion/volumen) de la excrecion de calcio se
encuentran cercanos al limite superior del intervalo de referencia o bien por encima
de éste o claramente superiores, y los valores de caudal de la excrecion de fosfato
pueden estar por encima del valor de referencia &%,

El diagnostico definitivo del hiperparatiroidismo primario se establece mediante la
demostracion de una hipercalcemia asociada a concentraciones plasmaticas de PTH
por encima del intervalo de referencia.

En la actualidad se dispone de diversos procedimientos de medida que permiten
medir las concentraciones plasmaticas de paratirina evitando la interferencia de
metabolitos bioldgicamente inactivos (PTH 1 — 84 o intacta y recientemente la PTH 1
— 34 o Bio). Una hipercalcemia con unas concentraciones de PTH, medidas con uno
de los procedimientos antes expuestos, por encima del limite superior de referencia

es caracteristica del hiperparatiroidismo primario. Sin embargo, en casos aislados,
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las concentraciones de PTH estan dentro del intervalo de referencia, pero debe
considerarse que en realidad esa PTH no estd adecuadamente suprimida por la
hipercalcemia (deberia ser muy baja si las paratiroides funcionaran normalmente).

La displasia fibrosa poliostética puede confundirse radiolégicamente con una osteitis
fibrosa quistica, pero no va acompafada de hipercalcemia, ni de concentraciones
plasmaticas de PTH elevadas. La condrodistrofia de Jansen se debe a una mutacion
activadora del receptor tipo 1 de la PTH, se hereda con carcter autosémico
dominante, afecta a niflos y se caracteriza por extremidades cortas, hipercalcemia
ligera y concentraciones de PTH disminuidas 29,

Si el diagnostico del hiperparatiroidismo ha sido establecido, el tratamiento de
eleccion es la exploracion quirdrgica y extirpacion de las glandulas paratiroides
enfermas.

El éxito de la cirugia de paratiroides (paratiroidectomia) se basa en algunos factores
como el conocimiento de las condiciones patoldgicas, seguridad en la localizacion de
glandula paratiroidea normal y anormal, y la experiencia del cirujano realizando una
meticulosa diseccion durante la exploracion de las glandulas anormales. Aunque el
método de obtencidn del diagndstico inicial y el tipo de tratamiento de estas
condiciones estan bien definidos y establecidos en la literatura médica, existe una
considerable controversia sobre el uso de estudios preoperatorios para localizar
tejido paratiroideo anormal previo a una exploracion primaria del cuello ©. Dado que
el grado de éxito de la exploracion quirdrgica primaria del cuello, en pacientes que
presentan hiperparatiroidismo primario, puede exceder del 90 % en manos
experimentadas, algunos autores han cuestionado el papel de los estudios de

localizacién preoperatoria en estos casos © 7,
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La mayoria de los autores esta de acuerdo en que los estudios de localizacién

deben ser usados antes de la paratiroidectomia en pacientes que han sido

sometidos a una cirugia tiroidea extensa en el pasado o por recurrencia o
. . . . . g (8, 9, 10)

persistencia del hiperparatiroidismo :

Sin embargo, la mayoria de los cirujanos sugieren que no es necesario realizar

estudios de localizacion cuando se opera a un paciente sin historia de cirugia previa

D Este argumento se basa en el hecho de que los procedimientos comunes de

localizacion presentan un (75 — 80) % de seguridad cuando son realizados por

especialistas experimentados y modernos equipos de imagen *? 3,

1.2 FISIOPATOLOGIA DEL HUESO

El tejido 6seo sufre un continuo intercambio, en condiciones normales en equilibrio,
entre formacion O0sea y resorcion 0sea. Este proceso se lleva a cabo mediante la
accion sucesiva de osteoblastos y osteoclastos sobre una misma superficie 6sea *%.
En cada ciclo de remodelado, las células que recubren la superficie ésea son
reemplazadas por osteoclastos, que durante un periodo de dos semanas “excavan”
una laguna o cavidad en el tejido 6seo ®® (resorcién 6sea). Posteriormente, los
osteoclastos son reemplazados por osteoblastos que depositan matriz 0sea y
gradualmente “rellenan” el espacio reabsorbido (formacion 6sea). El impacto de este
proceso a nivel tisular viene determinado por el numero de unidades de remodelado
(UR) en el esqueleto y por el balance final de cada ciclo, es decir, por la diferencia
entre la cantidad de tejido reabsorbido y formado en cada unidad. Cuando hay un
incremento absoluto o relativo de la resorcion frente a la formacion se produce una
pérdida de masa 6sea. Ello puede ser debido a un aumento de la resorcion a

consecuencia de que los osteoclastos “excavan” cavidades muy profundas que los
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osteoblastos son incapaces de restaurar (recambio 6seo alto), o bien por un déficit
en la formacion, al producir los osteoclastos cavidades normales o incluso de menor
profundidad pero que los osteoblastos no pueden “rellenar” (recambio éseo bajo).
Este remodelado es necesario para mantener la integridad estructural del esqueleto
y ayudar a su funcibn metabodlica como almacén de calcio y fosfato, estando

altamente regulado tanto por factores sistémicos como locales.

1.2.1 Factores sistémicos

Los principales moduladores sistémicos son la paratirina, vitamina D y, en menor
medida, la calcitonina. Otros factores que también intervienen son las hormonas
gonadales, las hormonas tiroideas, los glucocorticoides y la somatotropina (hormona
del crecimiento).

Las hormonas gonadales o sexuales desempefian un importante papel tanto en el
desarrollo como en el mantenimiento de la masa 0Osea. Tradicionalmente se ha
considerado que el papel de los estrégenos y la testosterona era especifico del sexo,
aunque en la actualidad se conoce que ambos tipos de hormonas desempefian
acciones en el hueso ya que las células expresan receptores para estrogenos y
testosterona independientemente del sexo . Las hormonas gonadales ejercen un
efecto positivo sobre la masa 6sea ya que inhiben la resorcién 0sea y estimulan la
formacion Osea. El efecto antirresortivo de los estrogenos es mas potente, y aunque
ambos estimulan la formacién 0sea, la testosterona influye fundamentalmente sobre
osteoblastos maduros y osteocitos mientras que los estrogenos regulan la actividad

osteoblastica en distintas fases de su desarrollo @7,
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1.2.2 Factores locales

La estructura y el remodelado 0seo estan determinados por estimulos locales que
actuan sobre las células del tejido 6seo directamente y como mediadores de las
hormonas sistémicas. Se han identificado diversos factores reguladores locales,
como citocinas, interleucinas (IL), factores de crecimiento, prostaglandinas (PG) y
oxido nitrico, producidos por la médula 6sea adyacente o bien por las propias células
del hueso. Los datos en humanos son limitados, basandose en estudios sobre
cultivos de meédula 6sea de mujeres estrogeno-deficientes en los que se ha
identificado un aumento significativo de IL-1, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
IL-6 y PG. Las PG son potentes reguladores de la funcion de la célula Osea,
particularmente la PGE, ¥, actuando tanto en la resorcién como en la formacién
Osea. La sintesis excesiva de PG se traduce en un aumento de la resorcion 6sea,
mientras que la produccion deficiente altera la funcion formativa de las células 6seas

y su respuesta ante los estimulos mecanicos y la remodelacion.

1.2.3 Sistema OPG/RANKL

En los ultimos afios, se han realizado grandes avances en el conocimiento del
mecanismo molecular de la regulacion del remodelado 6seo, especialmente sobre la
relacion existente entre los osteoblastos y los osteoclastos. La osteoprotegerina
(OPG) es una proteina con una potente actividad inhibitoria de la osteoclastogénesis
19 y tiene una accién antagénica a otra proteina producida por los osteoblastos
llamada ligando del receptor de factor nuclear kappa B (RANKL) que debe unirse al
receptor activador del factor nuclear kappa B (RANK) para activarse. La interaccion

entre RANK y RANKL estimula la actividad resortiva de los osteoclastos e inhibe su

apoptosis %. La OPG neutraliza tanto al RANKL soluble como a su forma unida a la
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célula Y, inhibiendo la diferenciacion de los precursores de los osteoclastos e
induciendo su apoptosis.

Asi, el RANKL (factor de diferenciacion osteoclastica) y la OPG (factor inhibidor de la
osteoclastogénesis), ambos expresados en los osteoblastos, actlan sobre la
osteoclastogénesis que precede a la fase de resorcién Gsea: mientras el primero es
un fuerte estimulo del proceso, el segundo es su principal inhibidor. La OPG actua
como “receptor sefiuelo” del primero, evitando su unién al RANK.

Todo ello sugiere que la osteoclastogénesis requiere un balance entre la produccién
de RANKL y su antagonista la OPG 2| y en cuya regulacién intervienen diversos
factores como hormonas, citocinas y PG.

Como factores estimuladores e inhibidores del RANKL se encuentran 2 ~29):

Factores estimuladores

Factores inhibidores

IL-1, IL-6 e IL-11
Oncostatina
TNG-a
PGE;
Dexametasona
PTH
Inmunosupresores como:
» Ciclosporina A, tacrolimus

* Sirolimus, everolimus

Péptido vasoactivo intestinal (VIP)

17-B-estradiol

Como factores estimuladores e inhibidores de la OPG se encuentran ?¢~29):
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Factores estimuladores Factores inhibidores
IL-1 PGE;
1,25-(0OH),-vitamina D3 PTH
TNG-a Glucocorticoides
17-B-estradiol Inmunosupresores como:
Péptido vasoactivo intestinal (VIP) * Ciclosporina A, tacrolimus
» Sirolimus, everolimus

1.2.4 Marcadores bioguimicos de remodelado 6seo

Los marcadores bioguimicos de remodelado éseo son moléculas liberadas al
torrente sanguineo durante los procesos de formacion o resorcion 0sea, que reflejan
la actividad metabdlica del tejido 6seo en un momento determinado. Ademas, nos
informan sobre la tasa de pérdida de tejido 6seo pudiendo ser Utiles para determinar
el riesgo de fracturas futuras. En el proceso de resorcidon d6sea se origina la
liberacion del contenido mineral y de la degradacion de la matriz proteica y, en
cambio, en la sintesis y mineralizacion del tejido 6seo se liberan moléculas
enzimaticas y fragmentos derivados del procesamiento del colageno que son
vertidos al torrente sanguineo y pueden ser medidos como indices de remodelado
0seo.

Los principales marcadores de formacion 6sea son:

* [Fosfatasa alcalina.

Fosfatasa alcalina 6sea.
» Propéptido aminoterminal del procoldgeno de tipo | (P1NP).
* Propéptido carboxiterminal del procolageno de tipo | (P1CP).

Los principales marcadores de resorcion 6sea son:
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» Hidroxiprolina.
» Piridinolina y deoxipiridinolina.
» Fosfatasa acida resistente al tartrato (TRAP).

» C-Telopéptidos isomerizados del colageno de tipo | (CTx).

N-Telopéptidos isomerizados del colageno de tipo | (NTX).
El principal marcador de remodelado 6seo es:
* Osteocalcina (OC).
En este estudio se ha planteado emplear s6lo un marcador de cada proceso del
hueso (formacion, resorcion y remodelado), siendo éstos los que se presentan a

continuacion.

1.2.4.1 Fosfatasa alcalina (ALP)

Los osteoblastos producen gran cantidad de fosfatasa alcalina cuando el proceso de
desarrollo de la matriz 6sea es activo. La fosfatasa alcalina aumenta la
concentracion de fosfato inorganico y activa las fibras de colageno para que puedan
contribuir a la precipitacion de sales de calcio. También estimula la mineralizacion al
hidrolizar el pirofosfato inorganico, un potente inhibidor de la formacion y disolucion
de hidroxiapatita @) en el interior de las vesiculas de la matriz calcificante
extracelular.

Existen 4 isoenzimas de fosfatasa alcalina: placentaria, intestinal, de células
germinales y hepatica/hueso/rifién codificadas a partir de tres genes distintos . La
isoenzima de fosfatasa alcalina encontrada en el higado, huesos vy rifiones es el
principal componente de esta enzima en el suero.

En pacientes con osteoporosis pueden producirse incrementos ligeros en la

actividad de fosfatasa alcalina debido a varias razones:
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* El aumento en el remodelado 6éseo que ocurre inmediatamente después de la
menopausia incrementa las concentraciones cataliticas de fosfatasa alcalina
aproximadamente 2 veces.

* Enfermedades que causan osteoporosis como el hiperparatiroidismo y la
tirotoxicosis pueden elevar las concentraciones de fosfatasa alcalina.

* La presencia de fracturas u otras alteraciones localizadas del metabolismo
0seo también pueden elevar las concentraciones de fosfatasa alcalina.

Las concentraciones cataliticas de fosfatasa alcalina en pacientes con osteoporosis
generalmente alcanzan 2 veces el limite superior del intervalo de referencia.
Elevaciones mayores a estas concentraciones sugieren que puede tratarse de una
enfermedad Osea diferente a la osteoporosis. Algunas enfermedades que pueden
producir concentraciones muy elevadas de fosfatasa alcalina son la enfermedad de
Paget y la osteomalacia, asi como aumentos de fosfatasa alcalina proveniente de

fuentes no esqueléticas como es el caso de varias enfermedades hepaticas ©V.

1.2.4.2 Osteocalcina (OC)

La osteocalcina es una proteina caracteristica del hueso. Es la proteina no colagena
mas abundante en la matriz 6sea. La osteocalcina regula la homeostasis del calcio
inhibiendo la precipitacion de fosfato y calcio evitando la excesiva mineralizacion de
la matriz 6sea, posiblemente, a través de la union de la osteocalcina con el nucleo

32

inicial de hidroxiapatita También presenta actividad quimiotictica en los

monocitos y macréfagos, motivo por el cudl, podria ser la responsable de atraer

células a las superficies endoteliales durante el remodelado 6seo @339,

29



Introduccion

La osteocalcina es producida por el osteoblasto. Después de su sintesis, la mayor
parte se incorpora a la matriz extracelular del hueso; sin embargo, una fraccién es
liberada a la circulacién donde puede ser medida.

La concentracion sérica de osteocalcina se incrementa en condiciones asociadas
con aumento del remodelado 6seo, como en el hiperparatiroidismo primario o
secundario y en la enfermedad de Paget. Las concentraciones séricas de
osteocalcina, generalmente, son un buen indicador del ritmo de remodelado 6seo
cuando la resorcion y la formacion se encuentran acopladas. En casos como la
osteoporosis postmenopausica, donde la resorcién y la formacion se encuentran
desacopladas, su valor semioldgico esta relacionado con el proceso de formacién

6sea @Y,

1.2.4.3 C-Telopéptidos isomerizados del colageno de  tipo | (CTX)

Los telopéptidos carboxiterminales son fragmentos liberados de colageno degradado
durante la actividad de los osteoclastos y son marcadores especificos de la pérdida
de colageno 0seo. Por ello, sus concentraciones en suero son indicadoras de la
resorcion 6sea. Estas concentraciones aumentan en pacientes con enfermedades
Oseas asociadas con aumento en la resorcion (hipertiroidismo primario y secundario,
osteoporosis posmenopausica) y disminuyen en pacientes con osteoporosis en

respuesta a tratamiento antirresortivo o tras cirugia paratiroidea .

1.2.5 Osteopenia y osteoporosis

La osteopenia puede definirse como una enfermedad metabdlica 6sea cronica o
aguda y progresiva caracterizada por una resistencia disminuida de los huesos sin
una predisposicion previa a padecer fracturas (denominada, vulgarmente,

osteoporosis sin fractura) ®®. La osteopenia se considera un paso previo a la
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osteoporosis. La existencia de osteoporosis indica la presencia de osteopenia, pero
no al revés @,

La resistencia Osea refleja la integracion de la densidad ésea (determinada por el
pico de masa 6sea y por la cantidad de pérdida de masa 6sea expresada como
gramos de mineral por area o volumen) y la calidad 6sea (caracterizada por la
arquitectura, recambio, acimulo de lesiones y mineralizacion).

La Organizacibn Mundial de la Salud (OMS) establecié los siguientes criterios
basados en la medicién de los indices T (T-Score) y su desviacion con respecto a la

normalidad en mujeres adultas de raza blanca ©®:

Una DMO entre + 1 desviacion estandar (DE) de la media de la poblacion
adulta joven (T-Score), se considera normal.

« Una DMO entre -1 y -2,5 DE de la media de la poblacién adulta joven (T-
Score), se considera osteopenia.

* Una DMO por debajo de -2,5 DE de la media de la poblacién adulta joven (T-
Score), se considera osteoporosis.

* Una DMO por debajo de -2,5 DE de la media de la poblacion adulta joven (T-
Score) y una 0 mas fracturas de tipo osteoporatico, se considera osteoporosis
grave.

El T-Score se define como la diferencia, en nimero de DE, existente entre el valor
de masa Osea de un paciente determinado respecto al valor medio de masa O0sea de
una poblacion adulta joven, o sea, supone la comparacion de la medicion de la masa
Osea obtenida respecto al valor medio maximo que se alcanza en el momento de
mayor madurez del esqueleto (pico de masa 6sea). El T-Score = (DMO medida —

DMO media a los 30 afios) / desviacion estandar de la DMO a los 30 afios.
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En la osteoporosis, la actividad osteoclastica (destruccién del hueso producido por
los osteoclastos) aumenta, o bien disminuye la actividad osteoblastica (formacién de
hueso llevado a cabo por los osteoblastos).

Estudios epidemioldgicos han identificado un conjunto de factores de riesgo para la
osteoporosis ¢, pudiéndose clasificar segun:

1. Edad (la osteoporosis es més frecuente en el dltimo tercio de la vida).

2. Factores genéticos: sexo (la osteoporosis es mas frecuente en la mujer); raza
(es mas propensa la raza blanca que la negra), caracter familiar (mayor
incidencia en hijas de madres osteoporéticas), enfermedades hereditarias
(osteogénesis imperfecta); constitucion (delgadez).

3. Factores hormonales: tiempo de exposicibn a las hormonas sexuales (la
incidencia de osteoporosis es mayor si la menopausia es precoz, la
menarquia es tardia, existen fluctuaciones amenorreicas o0 hay
hipogonadismo), hipertirodismo;  hiperparatiroidismo, hipercortisolismo,
diabetes tipo 1.

4. Factores higiénico-dietéticos y estilo de vida: aporte de calcio y vitamina D;
estado nutritivo (las personas de complexion delgada son mas propensas a la
osteoporosis, debido a que el tejido adiposo es fuente de estrogenos, y
porque el peso supone un estimulo mecanico para el esqueleto); ejercicio
fisico (la sobrecarga mecéanica favorece la formacidon oOsea e inhibe la
resorcion); tabaco y alcohol (efectos negativos).

5. Enfermedades no  endocrinolégicas: malabsorcion, hepatopatias,
enfermedades inflamatorias (artritis reumatoide), mieloma.

6. Factores farmacoldgicos: corticoides, citostaticos, anticonvulsivantes,

heparina.
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La osteoporosis puede clasificarse en dos grandes tipos: osteoporosis primaria y
osteoporosis secundaria. El segundo término se utiliza cuando el principal factor
determinante de la osteoporosis es un factor esporadico (Tabla 2). El primer término
se utiliza para englobar tres situaciones: la osteoporosis fundamentalmente debida al
envejecimiento (osteoporosis senil), la osteoporosis fundamentalmente debida a la
menopausia (osteoporosis postmenopausica), y la osteoporosis para la que,
dandose antes de la menopausia en la mujer y de los 65 afios en el hombre, no se
encuentra ninguna explicacion (osteoporosis idiopatica). El conjunto de osteoporosis
senil y postmenopausica con frecuencia se califica de involutiva. En la osteoporosis
postmenopausica y en la idiopatica, la fractura mas caracteristica es la vertebral. En
la senil son mas caracteristicas las fracturas de las extremidades (con la excepcion
de la fractura de mufeca, que es también frecuente en la postmenopausia),

especialmente la de cadera.

Procesos Hipogonadismo Malabsorcion Enfermedades
inflamatorios endocrinas
Artritis Amenorrea de los Celiaquia Hipertiroidismo
reumatoide deportistas

Enfermedad Hemocromatosis Postgastrectomia HIPERPARATIROIDISMO
inflamatoria
intestinal

Sindrome de Enfermedades
Turner colestaticas

Sindrome de
Klinefelter

Hipopituitarismo

Tabla 2. Ejemplos de osteoporosis secundaria.

33



Introduccion

1.3 GENETICA DEL HUESO

Algunos aspectos de la osteopenia y la osteoporosis tienen un fuerte componente
genético, puesto de manifiesto en los estudios epidemiolégicos que revelan que la
presencia de antecedentes maternos de fractura se relaciona con un mayor riesgo
de fractura en las hijas ®®. Sin embargo, la evidencia mas clara deriva de los
estudios de la densidad mineral 6sea (DMO) en gemelos ©°~ *Y. La heredabilidad de
la DMO es elevada; se ha estimado en un (50 — 80) %. De manera que, aunque los
estudios en gemelos pueden sobrevalorar la heredabilidad, parece claro que una
parte considerable de la variacion de los valores de la DMO puede explicarse por
factores genéticos, mientras que el resto se explicarian mediante factores
ambientales. Ello implica que deben existir “genes de DMO”, cuyas variaciones
determinarian las diferencias interindividuales en la DMO, que pueden manifestarse
de formas diversas; por ejemplo, como diferencias en el pico de masa Oésea
alcanzado tras completar el periodo de crecimiento, o como diferencias en la
velocidad de pérdida de masa Osea con la edad.

Diferentes estudios ©#°4®

apuntan que algunos factores ambientales pueden
modificar notablemente el efecto de los factores genéticos sobre el hueso. Entre
ellos cabe pensar, por ejemplo, en la dieta, el ejercicio y la exposicion al sol.

Mientras que los factores genéticos permanecen constantes a lo largo de la vida, los
factores ambientales tienden a cambiar, lo que puede producir diferentes “niveles de
expresion” de la susceptibilidad genética. Asi, el envejecimiento va asociado con un
deterioro del estado funcional debido a una menor actividad fisica, a una menor
exposicién solar, a cambios en la dieta, etc. Este hecho, puede provocar que

algunas susceptibilidades genéticas se manifiesten sélo en etapas avanzadas de la

vida.
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No es de extrafiar, pues, que la osteoporosis sea considerada como un rasgo
genético “complejo”. Esa complejidad es compartida por otros procesos frecuentes
gue tienen un cierto componente genético y que a menudo estan relacionados con la
edad, la diabetes, la esquizofrenia, la artrosis o el cancer.

“Complejo” significa que el proceso es multifactorial y multigénico. Asi, los factores
de riesgo de tipo genético (esto es, ciertos alelos o variantes génicas) seran
transmitidos de generacién en generacion, pero su expresion fenotipica dependera
de la interaccién con otros genes y con factores ambientales.

Es conocido que existen multiples variaciones alélicas para un gen determinado en
una poblacion (polimorfismo). Estos polimorfismos pueden ser de un solo nucleétido
(single nucleotide polimorphysm, SNP) o del tipo de insercién-delecion (I/D),
principalmente.

Para su analisis, pueden estudiarse aquellas variantes que presenten una
repercusion funcional, por suponer cambios en los codones o en los niveles de
expresion. Dado el tamafio medio de los genes y la relativa juventud de las
poblaciones humanas, se puede predecir que en cada poblacion estudiada pueden
coexistir varios polimorfismos “relevantes”. Sin embargo, a pesar de esas
dificultades, la investigacion genética ha de contribuir a una mejor comprension de
las enfermedades complejas. La identificacion de nuevos genes o bien el
conocimiento de nuevas funciones de genes ya conocidos, puede permitir
profundizar en los mecanismos de la enfermedad y ayudar a disefar estrategias
terapéuticas. Finalmente, el estudio de las variantes génicas asociadas a las
diferencias fenotipicas podria, junto a la consideracion de otros factores conocidos,

contribuir a la prediccion del riesgo de osteoporosis.
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Aunque la traslacion a la clinica de los resultados de los estudios sobre la genética
de la osteoporosis aun esta en sus fases iniciales, es de esperar su aplicacion en
dos areas principales:

* Prediccion de la respuesta al tratamiento. Algunos polimorfismos, como los
relacionados con las enzimas que metabolizan los farmacos, pueden
determinar la eficacia de éstos. Los andlisis genotipicos pueden identificar a
los sujetos en los que es de esperar una mejor respuesta y excluir aquéllos
mas proclives a sufrir efectos secundarios (farmacogendmica).

* Identificacion de sujetos en riesgo. Como ilustran los estudios sobre el
COL1A1, los individuos con alelos de riesgo son mas proclives a desarrollar
osteoporosis. Los analisis genéticos pueden permitir instaurar medidas

preventivas individualizadas precozmente.

1.3.1 Genes y polimorfismos candidatos

Hasta el momento, s6lo un polimorfismo, el g.1252G>T (Spl) del gen de la cadena
alfa 1 del colageno tipo | (COL1Al) estad considerado como un factor de riesgo
directo de osteoporosis. Sin embargo, su utilizacion debe considerarse con
precaucion. Ello subraya la necesidad de seguir identificando otros genes
relacionados con el riesgo de osteoporosis, a fin de poder precisar como los diversos
marcadores influyen en el fenotipo final.

Otros polimorfismos de genes candidatos implicados con variaciones de la densidad
mineral 6sea y por consiguiente con la osteopenia y la osteoporosis son: los
polimorfismos ¢.59978C>A (Apa 1), g.58980G>A (Bsm 1), c.162G>A (Fok 1) y
c.1216T>C (Taqg I) del gen del receptor de la vitamina D (VDR), c.677C>T (C677T) y

€.1298A>C (A1298C) del gen de la metilentetrahidrofolato-reductasa (MTHFR) vy el
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polimorfismo ¢.1516C>T (Alu I) del gen del receptor de la calcitonina (CTR) “* %%, En
la mayoria de los casos, los mecanismos por los cuales estos polimorfismos pueden
influir en la alteraciones dseas se desconocen, o0 bien existen discrepancias entre las

teorias expuestas.

1.3.1.1 Gen del receptor de la vitamina D (VDR)

El gen VDR contiene la informacion codificada necesaria para la sintesis del receptor
de vitamina D. Las acciones biologicas de la vitamina D y sus metabolitos se llevan a
cabo por medio del receptor de la vitamina D (VDR). Los VDR se distribuyen
ampliamente y no se encuentran restringidos en tejidos diana clasicos de la vitamina
D, lo que justifica la variedad de acciones de la 1,25-(OH), Vit D en el organismo.
Los VDR se encuentran en tejidos implicados en la homeostasis del calcio, como
intestino, paratiroides y rifidn. Se localizan también en los osteoblastos, donde la
1,25-(OH), Vit D promueve su diferenciacion y regula la produccion de proteinas
tales como el colageno, la fosfatasa alcalina y la osteocalcina. También induce en
las membranas celulares, el RANKL. De esa manera, la 1,25-(OH), Vit D regula
tanto la formacion como la resorcion O0sea. También existen receptores en otros
tejidos, como epidermis, musculo, pancreas, oOrganos reproductores y sistema
hematopoyético ©* 52,

El VDR, después de unirse a la 1,25(0OH), Vit D, se heterodimeriza con otros
receptores hormonales, en particular con la familia de los receptores retinoides X
(RXR). Este complejo se liga a secuencias de DNA, llamadas elementos de
respuesta a vitamina D (VDRE), en las regiones promotoras de los genes que
regula. Los heterodimeros VDR/RXR activados forman complejos con unas
proteinas adicionales llamadas coactivadoras, para formar un puente con el

complejo VDR/RXR que une los VDRE a las proteinas responsables de la
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transcripcion, como la RNA polimerasa Il en el lugar de comienzo de la transcripcidon
(51, 52)

En las glandulas paratiroides el control de la transcripcién del gen de la paratirina
(PTH) esta mediado por el VDR, que inhibe la expresion del RNA mensajero (MRNA)
de la PTH ©.

El gen VDR esta localizado en el cromosoma 12 en la regién 12g13.1, consta

s (53, 54, 55). En el

aproximadamente de 63,5 kb y presenta 11 exones y 10 introne
intron 8 se encuentran dos SNP que modifican sendas dianas de restriccion de las
enzimas Bsm | y Apa | (por lo que clasicamente se han denominado asi). Ademas,
una mutacién silenciosa en el codén 352, ubicada en el exén 9, da lugar a una
alteracion en la diana de restriccion de la enzima Taq |, definiendose asi el
polimorfismo Tagq I. “®59.

Los polimorfismos Bsm |, Apa | y Taq | no parecen influr en un cambio
conformacional de la proteina, pero se ha demostrado que su existencia puede
provocar un cambio en la transcripcion de la zona codificante del gen o bien
modificar la estabilidad del mRNA (92359,

Un polimorfismo del exén 2, ubicado en uno de los dos sitios de inicio de la
traduccion de la proteina, modifica una diana de restriccion de la enzima Fok | (de la
que el SNP toma su denominacion clasica). La variante alélica f da lugar a una
proteina de 427 aminoacidos (isoforma M1), mientras que la variante alélica F da
lugar a una proteina con tres aminoacidos menos (424 aminoacidos) como
consecuencia del cambio del coddn de inicio (isoforma M4), provocando un cambio

en la estructura primaria de la proteina que podria alterar la funcionalidad de la

proteina traducida. Diversos estudios apuntan que la isoforma M4 parece presentar
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una mayor actividad, en determinados érganos y células) que la isoforma M1,
aunque existe una gran controversia al respecto ©.

Los polimorfismos Bsm |, Tag | y Apa |, y en especial los dos primeros, constituyen
una agrupacion (“cluster”). El acoplamiento de las variantes alélicas b (del Bsm I), a
(del Apa ) y T (de Taq I), junto con la variante alélica F del polimorfismo Fok I,

podrian constituir una “proteccién” ante la osteoporosis “° °2.

1.3.1.2 Gen del receptor de calcitonina (CTR)

El gen CTR contiene la informacién codificada necesaria para la sintesis del receptor
de calcitonina. La calcitonina ejerce su accion uniéndose a receptores especificos de
membrana. Todos los receptores de calcitonina pertenecen a una familia de
receptores, con siete dominios transmembrana y una larga secuencia extracelular,
en que existen seis residuos de cisteina y dos puntos de glicosilacion. Estas
estructuras estdn muy conservadas y parecen muy importantes para la union de la
molécula de calcitonina. Una vez que la calcitonina se une a su receptor, ésta ejerce
su accion sobre la célula a través de la proteina G-adenilciclasa-AMPc y de la
fosfolipasa C-trifosfato de inositol 2.

La gran riqueza de CTR en el osteoclasto explica que se incremente, en esta célula,
la accion bioldgica fundamental de la calcitonina: actua como un potente inhibidor de
la actividad osteoclastica y, por consiguiente, la resorcién 6sea disminuye ©2),

Existe evidencia de que la calcitonina inhibe la expresion del receptor a nivel
transcripcional, mientras que los glucocorticoides la estimulan. Recientemente, se ha

sugerido que el factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF) y el NF-KB

también regulan la expresion y la funciéon del receptor.
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Ademas del osteoclasto, se han detectado receptores de calcitonina en el rifidn,
sistema nervioso central, determinadas poblaciones de linfocitos B,
espermatozoides, células tumorales y condrocitos ©.

El gen esta localizado en el cromosoma 7, en la region 7¢21.3, consta
aproximadamente de 150 kb y presenta 13 exones ®°. Existe un polimorfismo
consistente en la sustitucién de una timina (T) por una citosina (C), que altera una
diana de restriccion de la enzima Alu | (de la que el SNP toma su denominacion
clasica). Este hecho, provoca el cambio de una leucina (CTG) por una prolina (CCG)
en la posicion 447 de la proteina. Esta sustitucién de aminoacidos induce un cambio
conformacional de la proteina en el tercer dominio intracelular carboxi-terminal de la

proteina y por consiguiente, en la funcionalidad de la misma “9 %89,

1.3.1.3 Gen de la cadena alfa 1 del colageno tipol (COL1A1)

El gen COL1Al contiene la informacion codificada necesaria para la sintesis de la
cadena alfa 1 del colageno tipo I. El colageno tipo | es una proteina presente en
todos los tejidos de sostén, especialmente en el hueso (donde el colageno tipo | es
el principal componente de la matriz organica), piel y tendones, pero también en
ligamentos, cornea, dentina y vasos sanguineos. Las consecuencias de la alteracion
de este colageno en el hueso son la disminucion de la matriz 6sea, con alteracion de
la estructura 0sea y mala mineralizacion (osteopenia), de forma que la resorcion
O0sea predomina sobre la formacién de hueso nuevo. Esto supone la presencia de
fragilidad 6sea, fracturas frecuentes, deformidades 6seas vy talla baja 2.

El gen COL1A1 esta localizado en el cromosoma 17, en la regién 17921.31-g22.15,

®%  Uno de los

consta de aproximadamente 18 kb y presenta 51 exones
polimorfismos méas ampliamiente estudiados de este gen es el denominado Spl,

consistente en la sustitucion de una guanina (G) por una timina (T) en la primera
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base del primer intrén del gen. Pese a que este polimorfismo no influye en un
cambio conformacional de la proteina, al no estar ubicado en una zona codificante,
esta sustitucion afecta al centro de union del factor de transcripcion Spl (Splicing 1)
y por consiguiente, en la regulacién de la trancripcion del gen. Diferentes estudios
afirman que los individuos que presentan el alelo s (es decir, timina) tienen una
elevada afinidad por la proteina Spl, lo que se asocia a una elevada trascripcion
alelo-especifica. Estas variaciones se acompafian con un aumento en la produccion
de la cadena alfa 1 del colageno. Pese a este hecho, la influencia de este cambio
concreto en la regulacion del gen y en la produccion de la proteina no se conocen

con claridad 95059 60),

1.3.1.4 Gen de la enzima 5,10-metilentetrahidrofola to-reductasa (MTHFR)

El gen MTHFR contiene la informacién codificada necesaria para la sintesis de la
enzima 5,10-metilentetrahidrofolato-reductasa (MTHFR). La MTHFR (EC 1.5.1.20) ©®
cataliza el paso de 5-metiltetrahidrofolato, en presencia de NAD* o NADP®, a 5,10-
metilentetrahidrofolato. Participa en el proceso de remetilacion de la homocisteina,
un aminoacido sulfurado proviniente de la desmetilacion de la metionina, que
permite mantener unas concentraciones fisiolégicas de homocisteina 2.

El gen MTHFR esta localizado en el cromosoma 1 en la region 1p36.3, consta
aproximadamente de 13 kb y presenta 11 exones ®®. Existen diversos polimorfismos
del gen MTHFR: el mas estudiado es el C677T, que implica la sustitucion de una
citosina (C) por una timina (T) en el codon 677 que provoca el cambio de una
alanina por una valina. Esta sustitucion de aminoéacidos, induce un cambio
conformacional de la proteina y por consiguiente, en la funcionalidad de la misma:
disminuye la actividad enzimatica de la enzima debido a un aumento de la

termolabilidad, provocando un aumento de las concentraciones plasmaticas de

41



Introduccion

homocisteina “® %% 8 82 por otro lado, el polimorfismo A1298C, que implica el
cambio de glutamato por alanina como consecuencia de la sustitucion de una
adenosina (A) por una citosina (C) no parece estar asociado por si solo, con la

variacion de la concentracié de homocisteina.
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2 JUSTIFICACION

El hiperparatiroidismo primario es una enfermedad cuya prevalencia oscila entre el 1
y el 3 %o en la poblacion adulta. Su incidencia anual es de 250 nuevos casos por
millon de habitantes y afio. Afecta sobre todo a adultos (el 85 % de los casos tienen
mas de 30 afios), siendo mayor su frecuencia en la séptima década y en mujeres

postmenopausicas. Es dos veces mas frecuente en las mujeres que en los varones

W,

Es conocido que no tratar el hiperparatiroidismo primario puede provocar, con el
tiempo, enfermedades como la osteopenia y osteoporosis, entre otras. Por ello,
siempre que es factible y se cumplen una serie de requisitos, el tratamiento de

eleccion para erradicar esta enfermedad es la paratiroidectomia.

Para valorar la respuesta al tratamiento y la evolucién de esta enfermedad, podria
ser util estudiar diversas magnitudes bioldgicas relacionadas con el hueso y la
realizaciéon de densitometrias 0seas, antes y después de la paratiroidectomia, asi
como llevar a cabo estudios de asociacion de diversos polimorfismos genéticos

relacionados con el hueso.

Algunos de los polimorfismos genéticos comentados en la introduccion han sido
asociados con la pérdida de masa 6sea, con diversas magnitudes biologicas
relacionadas con el hueso (marcadores de formacién, de resorcién y de remodelado
0seo0) y por consiguiente con la osteopenia y la osteoporosis, pero so6lo algunos de
estos polimorfismos genéticos han sido relacionado directamente o indirectamente

con el hiperparatiroidismo primario.
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3 OBJETIVOS

Los objetivos de esta tesis han sido estudiar, en pacientes diagnosticados de

hiperapatiroidismo primario y que fueron sometidos a cirugia paratiroidea:

1.

3.

4.

la evolucion de las concentraciones de diversas magnitudes biolbgicas
relacionadas con el hueso: el dia después de una cirugia paratiroidea y a los
3, 6y (12 — 18) meses posteriores a la intervencion quirargica, asi como la
evolucion de la densidad mineral 6sea a los (12 — 18) meses posteriores a la

cirugia;

la relacibn entre los cambios en la densidad mineral 6sea y las
concentraciones de diversos marcadores 6seos al igual que con los cambios

de éstos, en los mismos momentos indicados anteriormente;

la asociacion de diversos polimorfismos genéticos relacionados con el hueso
con los cambios en la densidad mineral 6sea y las concentraciones de

diferentes marcadores 6seos y con los cambios de ambos.

la influencia sobre las concentraciones de diversos marcadores 6seos y la
densidad mineral 6sea de distintas combinaciones de genotipos de los

mencionados polimorfismos.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 POBLACION ESTUDIADA

Para la realizacion de este estudio se incluyeron, desde febrero del 2001 hasta junio
del 2006, 86 pacientes (20 hombres y 66 mujeres) diagnosticados de
hiperparatiroidismo primario (HPTP) en el Hospital Universitari de Bellvitge que
fueron sometidos a cirugia paratiroidea. De éstos, 79 presentaron como origen de la
enfermedad un adenoma paratiroideo (91,7 %) y 7 presentaron una hiperplasia de
alguna de las glandulas paratiroides (8,3 %).
Once pacientes (8 mujeres y 3 hombres) fueron excluidos del estudio por presentar
alguna de las siguientes situaciones:
e Inmovilizacién prolongada.
» Enfermedad endocrinoldgica (excepto hiperparatiroidismo primario): sindrome
de Cushing, hipogonadismo, hipopituitarismo, tumores hipofisarios.
 Enfermedad hereditaria: osteogénesis imperfecta, sindrome de Turner,
sindrome de Klinefelter, neoplasia endocrina multiple (MEN).
» Cancer.
* Hepatopatia cronica.
» Insuficiencia renal crénica.

« Delgadez (indice de masa corporal < 19 kg/m?).

Sindrome de malabsorcion o intervencion digestiva.

Las caracteristicas iniciales de los pacientes que completaron el estudio pueden

observarse en la Tabla 3:
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VARIABLES CLINICAS CUANTITATIVAS

. . Desviacion - Valor
Caracteristica Media estandar Valor minimo MAximo
Edad (afios) 63,7 12,5 26,0 87,0
Hombres 59,7 16,1 26,0 86,0
Mujeres 64,9 11,0 32,0 87,0
Peso (kg) 69,8 8,4 47,6 93,9
Talla (Cm) 162,5 6,8 142,1 183,2
IMC (kg/m?) 29,4 4,2 20,7 39,1

VARIABLES CLINICAS CUALITATIVAS

Variable NUmero de casos (porcentaje)
Normal 14 (16,3 %)
DMO cadera | Osteopenia 56 (65,1 %)
Osteoporosis 16 (18,6 %)
Normal 12 (14,0 %)
DMﬁ;zl;:nna Osteopenia 50 (58,1 %)
Osteoporosis 24 (27,9 %)
Fractura osteoporotica 5 (5,8 %)
Litiasis 44 (51,2 %)
Insuficiencia renal aguda 2 (2,3 %)
Hipertension arterial 40 (46,5 %)
Asintomatico 12 (14,0 %)

Tabla 3. Epidemiologia descriptiva de las diferentes variables clinicas.

4.2 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Para cada uno de los pacientes, se midieron las siguientes magnitudes bioguimicas:
0o Srm—Albdmina; c.masa(CRM 470) *,
0 Srm—25-Hidroxi Vitamina D; c.sust. *,
o Srm—Calcio; c.sust. *,

0o Srm—C-Telopéptidos isomerizados del colageno de tipo I; c.masa *,

49



Material y métodos

o0 Srm—~Fosfato; c.sust. *,

0o Srm—~Fosfatasa alcalina; c.cat. *,

0 Srm—Osteocalcina; c.sust. *y

0 Srm—~Paratirina; c.sust. *
antes de la intervencion quirdrgica, el dia después de la cirugia y a los 3, 6, (12 — 18)
meses posteriores a la paratiroidectomia.
Para cada uno de los pacientes, también se midi6é el contenido de masa désea por
unidad de superficie (densidad mineral 6sea) en la columna lumbar y en la cadera
antes de la intervencion quirdrgica y a los (12 — 18) meses tras la paratiroidectomia.
A todos los pacientes, ademas, se les realiz6 un estudio genético de los siguientes
polimorfismos:

o Apal,Bsml, Fok |y Taq | del gen del receptor de la vitamina D (VDR),

o C677T y A1298C del gen de la 5,10-metilentetrahidrofolato-reductasa

(MTHFR),
0 Alu | del gen del receptor de calcitonina (CTR) y

0 Spl del gen de la cadena a del colageno de tipo | (COL1AL).

* De acuerdo con la IUPAC y la IFCC, la nomenclatura de las magnitudes bioquimicas se ha realizado
de la siguiente forma: Sistema—Componente; tipo de magnitud. Asi, Srm = suero, c.sust. =
concentraciéon de sustancia, c.masa = concentraciéon de masa y c.cat. = concentracién catalitica.
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Las muestras sanguineas se obtuvieron en el Area Premetroldgica del Laboratori
Clinic del Hospital Universitari de Bellvitge. A cada paciente se le realizaron 5
extracciones sanguineas: antes de la intervencién quirargica, el dia después, entre
los (3—4), (6 —7)y (12 — 18) meses posteriores.

En cada extraccion sanguinea efectuada, la sangre fue recogida en dos tubos:

0 un tubo BD Vacutainer® de 5 mL con gel inerte y activador de la coagulacién
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA) que se utilizé para medir la
concentracion de sustancia de calcio y fosfato, la concentracién de masa de
albumina y la concentracion catalitica de fosfatasa alcalina;

o un tubo BD Vacutainer® de 8,5 mL con gel inerte y activador de la coagulacién
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA) que se emple6 para medir la
concentracion de sustancia de 25-hidroxivitamina D y paratirina, y la
concentracion de masa de C-Telopéptidos isomerizados del colageno de tipo |
y osteocalcina.

Por otro lado, a cada uno de los pacientes, se le realizO una uUnica extraccion
sanguinea en un tubo BD Vacutainer® de 9 mL con EDTA-K; (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, EUA) que se empled para realizar los estudios genéticos.

La sangre recogida en los tubos con gel inerte y activador de la coagulacion se
centrifugd a 2000 g durante 12 minutos previo paso de espera hasta la retracciéon del
coagulo (30 minutos aproximadamente). Las muestras se procesaron el mismo dia
de la extraccion.

La sangre recogida en los tubos con EDTA-K;3 fue conservada a (2 — 8) °C durante
un tiempo inferior a una semana hasta el tratamiento de la misma para la extraccion
del DNA. Las extracciones del DNA y su procesamiento se realizaron a medida que

las muestras llegaron al laboratorio.
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4.3 PROCEDIMIENTOS DE MEDIDA EMPLEADOS
4.3.1 Medicion de la concentracion de sustancia de calcio en el suero
| (68)

Se realiz6 siguiendo un procedimiento de medida recomendado por Gindler et a

en el analizador Modular Hitachi~ (Roche Diagnostics, Basel, Suiza).

Los valores de referencia establecidos en nuestro laboratorio son:
Mujeres = 18 afios: (2,15 — 2,51) mmol/L

Hombres > 18 afios: (2,20 — 2,54) mmol/L

4.3.2 Medicién de la concentracion de sustancia de fosfato en el suero
Se realizé siguiendo un procedimiento de medida recomendado por Henry 9 en el

analizador Modular Hitachi” (Roche Diagnostics, Basel, Suiza).

Los valores de referencia establecidos en nuestro laboratorio son:

(0,85 - 1,50) mmol/L

4.3.3 Medicion de la concentracion de masa de album  ina en el suero
Se realiz6 siguiendo un procedimiento de medida recomendado por Doumas et al

en el analizador Modular Hitachi” (Roche Diagnostics, Basel, Suiza).

Los valores de referencia establecidos en nuestro laboratorio son:

(33 — 50) g/L

4.3.4 Medicion de la concentracion catalitica de fo  sfatasa alcalina en el
suero

Se realizé siguiendo un procedimiento de medida recomendado por Tietz et al ‘Y en

el analizador Modular Hitachi” (Roche Diagnostics, Basel, Suiza).
Los valores de referencia establecidos en nuestro laboratorio son:

52



Material y métodos

< 1,50 pkat/L

4.3.5 Medicién de la concentracion de sustancia de paratirina en el
suero

Se realizé en el analizador Immulite 2000" (Siemens Medical Solutions Diagnostics,
Los Angeles, CA, EUA), que emplea un procedimiento de medida basado en un
método enzimoquimioluminiscente no competitivo en fase soélida (método
inmunomeétrico) a 37 °C con dos anticuerpos dirigidos contra la molécula de

paratirina.

Los valores de referencia establecidos en nuestro laboratorio son:

(1,1 -5,1) pmol/L

43.6 Medicibn de la concentracion de masa de C-Telopépti dos
isomerizados del colageno de tipo | en el suero

Se realizé en el analizador Modular E170" (Roche Diagnostics, Basel, Suiza) que
emplea un procedimiento de medida basado en un inmunoanalisis heterogéneo no

competitivo electroquimioluminiscente (ECLIA) a 37 °C.

Los valores de referencia establecidos en nuestro laboratorio son:
Mujeres premenopausicas: (0,01 — 0,39) ug/L
Mujeres postmenopausicas: (0,06 — 0,80) ug/L

Hombres: (0,08 — 0,80) pg/L

4.3.7 Medicion de la concentracion de masa de osteo  calcina en el suero

Se realizé en el analizador Modular E170" (Roche Diagnostics, Basel, Suiza) que
emplea un procedimiento de medida basado en un inmunoanalisis heterogéneo no

competitivo electroquimioluminiscente (ECLIA) a 37 °C.
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Los valores de referencia establecidos en nuestro laboratorio son:

Mujeres: (3,0 — 33,0) ug/L

Hombres: (8,4 — 31,0) pg/L

4.3.8 Medicion de la concentracion de sustancia de 25-hidroxi Vitamina
D en el suero

Se realiz6 adaptando el equipo de reactivos OCTEIA 25-Hydroxy 25-Vitamin D

(Immunodiagnostics System, Boldon, Reino Unido) en el analizador Personal Lab

Junior” (Adaltis, Montreal, Canad4). Este procedimiento de medida cuantifica la 25-

Hidroxi Vitamina D3 en un 100 % y la 25-Hidroxi Vitamina D, en un 75 %.

Los valores de referencia establecidos en nuestro laboratorio son:

(10,0 — 98,0) nmol/L

Para controlar el correcto funcionamiento de todos los procedimientos de medida

indicados se procesaron, con cada serie de muestras analizadas:

dos materiales de control Liphocheck® Unnassayed Chemistry Control

(BioRad Laboratories, Hercules, CA, EUA) para la concentracién de calcio,

fosfato, albumina y fosfatasa alcalina,

- dos materiales de control valorados Intact PTH immunoassay Control
(Siemens Medical Solutions Diagnostics, Los Angeles, CA, EUA) para la
concentracion de paratirina,

- tres materiales de control valorados PreciBone Control (Roche Diagnostics,
Basel, Suiza) para la concentracion de osteocalcina y C-Telopéptidos
isomerizados del colageno de tipo I,

- dos materiales de control valorados incluidos en el equipo de reactivos para la

concentraciéon de 25-Hidroxi Vitamina D.
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4.3.9 Medicién de la masa Osea por unidad de superf icie (densidad
mineral 6sea)

Se realiz6 en el densitometro Hologic QDR-4500W (Hologic Inc, Walthman, MA,
EUA) que emplea la técnica de absorciometria dual por rayos X (DXA). Este
analizador, emplea un método basado en la realizaciéon de radiografias digitales
cuantitativas para medir el contenido mineral 6seo (CMO) en gramos Yy la densidad
mineral 6sea (DMO) en gramos por centimetro cuadrado. El procedimiento
empleado se basé en la medicion del contenido éseo en la columna lumbar

(vértebras L2, L3y L4) y en la cadera (cuello de fémur, trocanter y zona intermedia).

La imprecision y la resolucion de este analizador es del 1 % a una densidad mineral

6sea de 1 g/ cm?y de 1,5 mm, respectivamente.

El analizador se calibré diariamente con una fantoma normalizada Hologic X-Caliber

(Hologic Inc, Walthman, MA, EUA).

Los resultados (densidad mineral 6sea y T-Score) fueron obtenidos a partir del
software Hologic version 8.26 incluido en el analizador (Hologic Inc, Walthman, MA,

EUA).

4.3.10 Extraccion de DNA de muestras

Para la extraccibn de DNA de las diferentes muestras se utilizd el equipo de
extraccién High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Applied Science, Basel,
Suiza). Para determinar su integridad, se sometid a electroforesis en un gel de
agarosa estandar al 0,5 % (0,5 g por cada 100 mL de tampdn), que posteriormente
se tifid con bromuro de etidio y se ilumind con luz UV para visualizar las bandas

obtenidas. En la Figura 1 se muestra un ejemplo del resultado de este proceso.
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Figura 1. Bandas correspondientes al DNA extraido.

4.3.11 Estudio de los polimorfismos Tag | y Apa | del gen del
receptor de la vitamina D y los polimorfismos C677T y A1298C del
gen de la 5,10-metilentetrahidrofolato-reductasa

4.311.1 Principio de medida

El estudio de estos polimorfismos se realizé mediante un procedimiento que permite
la deteccion de polimorfismos de la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP)
mediante la digestion, con enzimas de restriccion, de fragmentos de DNA
amplificados por reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR). Las mutaciones
pueden crear o destruir las dianas reconocidas por enzimas de restriccion
especificas y conducir a variaciones entre individuos en la longitud de los fragmentos
de restriccién producidos a partir de regiones idénticas del genoma . Tras la PCR
y la digestion con la enzima correspondiente, los productos obtenidos son separados
electroforéticamente, tefiidos con bromuro de etidio y posteriormente visualizados
con luz ultravioleta.

Los productos que se observan permiten la clasificacion directa por genotipos.
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4.3.11.2 Procedimiento experimental

4.3.11.2.1 Preparacion de reactivos

Los reactivos empleados y su preparacion se detallan en la siguiente tabla:

Nombre reactivo

Agua destilada autoclavada

10 mM dNTPs Mix con
dTTP (Applied Biosystems,
(Foster City, CA, EUA)

Cebador MT677A (Roche
Applied Science, Basel, Suiza)

Cebador MT677B (Roche
Applied Science, Basel, Suiza)

Cebador MT1298A (Roche
Applied Science, Basel, Suiza)

Composicion Preparacion
H,O Lista para su uso.

1. Se descongeld el tubo con la
solucion madre (10 mmol/L)

de dNTP.
dATP 2,5 mmol/L 2. Se mezclaron en un tubo
eppendorf autoclavado de 1,5
dGTP 2,5 mmol/L mL (mantenido todo en hielo):
1. 270 upL de agua
dTTP 2,5 mmol/L destilada autoclavada.
dCTP 2,5 mmol/L 2. 30 pL de la soluciéon
madre de dNTP.

De esta forma obtenemos una mezcla
de ANTP 1 mmol/L lista para su uso
(solucion de trabajo).

Las diferentes instrucciones del
reactivo especifican la cantidad de
agua destilada autoclavada que es
necesaria afladir para obtener una
concentracion de 100  pumol/L
(solucion de trabajo).

5’-TGA AGG AGA
AGG TGT CTG
CGG GA-¥

Las diferentes instrucciones del
reactivo especifican la cantidad de
agua destilada autoclavada que es
necesaria afiadir para obtener una
concentracion de 100  pmol/L
(solucion de trabajo).

5’-AGG ACG GTG
CGG TGA GAG
TG-3’

Las diferentes instrucciones del
reactivo especifican la cantidad de
agua destilada autoclavada que es
necesaria afiadir para obtener una
concentracion de 100  pmol/L
(solucién de trabajo).

5’-ATG TGG GGG
GAG GAG C(CTIG
AC-3’
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Nombre reactivo Composicion Preparacion

Las diferentes instrucciones del
reactivo especifican la cantidad de
agua destilada autoclavada que es
necesaria afladir para obtener una
concentracion de 100  pumol/L
(solucion de trabajo).

5’-GTC TCC CAA
CTT ACC CIT
CTC CC-3’

Cebador MT1298B (Roche
Applied Science, Basel, Suiza)

Las diferentes instrucciones del
reactivo especifican la cantidad de
agua destilada autoclavada que es
necesaria afladir para obtener una
concentracion de 100  pumol/L
(solucion de trabajo).

5’-CAG AGC ATG
GAC AGG GAG
CAAG-3

Cebador VDR-TA1 (Roche
Applied Science, Basel, Suiza)

Las diferentes instrucciones del
reactivo especifican la cantidad de
agua destilada autoclavada que es
necesaria afladir para obtener una
concentracion de 100  pumol/L
(solucion de trabajo).

5’-GCA ACT CCT
CAT GGC TGA
GGT CTC A-3°

Cebador VDR-TA2 (Roche
Applied Science, Basel, Suiza)

DNA Polimerasa

DNA Polimerasa Taq 1 Taq 11 U/pL

(Roche  Applied Science, Listo para su uso.

Basel, Suiza) Tampon 10X con

magnesio

Enzima de

restricciéon Hinf I 10

U/uL
Endonucleasa de restriccion
Hinf I (Roche Applied Listo para su uso.
Science, Basel, Suiza) Tampén  H/SuRE

10X

Enzima de

restriccion Mbo 11 5

Endonucleasa de restriccion U/uL
Mbo II (New England Listo para su uso.

BioLabs, Ipswich, MA, EUA)
Tampon NEB2 10X
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Nombre reactivo

Endonucleasa de restriccion
Apa I (Roche Applied
Science, Basel, Suiza)

Endonucleasa de restriccion
Tag I (Roche Applied
Science, Basel, Suiza)

Dimetilsulféxido  (DMSO)
(Merck, Darmstadt, Alemania)

Acido
etilendiaminotetraacético
(EDTA) (Merck, Darmstadt,
Alemania)

Tris-(hidroximetil)-
aminometano (Tris) (Merck,
Darmstadt, Alemania)

Composicion

Enzima de
restriccion Apa I 10
U/uL

Tampon  A/SuRE
10X
Enzima de

restriccion Taq 1 10
U/uL

Tampon  B/SuRE

10X

DMSO

EDTA 0,25 mol/L

Tris 2 mol/L
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Preparacion

Listo para su uso.

Listo para su uso.

Listo para su uso.

Para preparar 100 mL:

Se pesaron 9,3 g de EDTA y se
disolvieron en agua destilada hasta un
volumen final de 100 mL.

Para preparar 100 mL:

1.
2.

Se pesaron 24,2 g de Tris.

Se anadieron aprox. 90 mL de
agua destilada y se agito6 hasta
su completa disolucion.

Se ajusto el pH a 7,5.

Se afiadi6 agua destilada hasta
un volumen final de 100 mL.
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Nombre reactivo

Tampon TBE 5X

Tampén TBE 0,5X (solucion
de trabajo)

Bromuro de etidio (Sigma
Aldrich, St Louis, CA, EUA)

Bromuro de etidio (solucion
de trabajo)

Tampon TE 1X

Composicion

Tris 0,445 mol/L

Acido borico 0,445
mol/L

EDTA 0,01 mol/L

Tris 44,5 mmol/L

Acido bérico 44,5
mmol/L

EDTA 1 mmol/L

Bromuro de etidio
(BrEt) 10 g/LL

BrEt 1 mg/L

Tris 10 mmol/L

EDTA 0,25 mmol/L
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Para preparar 1 L:

1. Se pesaron 60,57 g de Tris

(Merck, Darmstadt,
Alemania), 27,82 g de acido
borico (Merck, Darmstadt,
Alemania) y 1,86 g de EDTA
(Merck, Darmstadt,
Alemania).

2. Se afadieron aprox. 900 mL
de agua destilada y se agito
hasta su completa disolucion.

3. Se ajusto el pH a 8,3.

4. Se afadi6 agua destilada hasta
un volumen final de 1 L.

Se realizd0 una dilucién 1:10 de la
solucion TBE 5X.

Para preparar 50 mL:

Se pesaron 0,5 g de bromuro de etidio
y se disolvieron en agua destilada
hasta un volumen final de 50 mL.

Para preparar 1 L:

Se anadieron 100 pL de la solucion de
BrEt 10 g/L en 999,9 mL de agua
destilada.

Para preparar 100 mL:

Se afiadieron 500 pL de Tris 2 mol/L
y 100 uLL de EDTA 0,25 mol/L y agua
destilada hasta alcanzar un volumen
final de 100 mL.
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Nombre reactivo

LB 6X (tampon de carga)

1 kb
(Invitrogen,
EUA)

DNA Ladder
Carlsbad, CA,

DNA Molecular Weight
Marker V (Roche Applied
Science, Basel, Suiza)

Composicion

Azul de Bromofenol
0,25 % (p/v)

Xilencianol 0,25 %
(p/v)

EDTA 60 mmol/L

Glicerol 40 % (v/v)

Marcador de tamaifio

de DNA 1 g/L

Marcador de tamarfio

de DNA 250 mg/L
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Para preparar 50 mL:

1.

Se pesaron 125 mg de azul de
bromofenol (Sigma Aldrich, St
Louis, CA, EUA), 125 mg de
xilencianol (Sigma Aldrich, St
Louis, CA, EUA) y se
disolvieron en 12 mL de
EDTA 0,25 mol/L.

Se afiadieron 20 mL de
glicerol (Sigma Aldrich, St
Louis, CA, EUA) y se
completé hasta un volumen
final de 50 mL con agua
destilada autoclavada.

Para preparar 5 mL:

1.

Se reconstituyo6 el marcador de
tamano de DNA con 250 pL
de agua destiladada.

Se afiadieron 250 pL de Ia
solucion del marcador de
tamafio de DNA, 1,7 mL de
LB 6X y 3,05 mL de TE 1X
(mantenido todo en hielo):

De esta forma obtenemos una mezcla
del marcador de tamafio de DNA 50
mg/L con el tampdén de carga listo
para su uso (solucion de trabajo).

Para preparar 1 mL:

1.

Se reconstituyd el marcador de
tamafio de DNA con 200 pL
de agua destiladada.

Se afiadieron 200 pL de la
solucion del marcador de
tamafio de DNA, 200 uL de
LB 6X y 600 pL de TE 1X
(mantenido todo en hielo):

De esta forma obtenemos una mezcla
del marcador de tamafio de DNA 50
mg/L con el tampoén de carga listo
para su uso (solucion de trabajo).
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Nombre reactivo Composicion Preparacion

) ) Las diferentes soluciones preparadas
Agarosa estindar medio (en porcentaje), hacen referencia a la
EEO (Ecogen SRL, Agarosa (%) cantidad en gramos de agarosa pesada
Barcelona, Espaiia) por 100 mL de tampon TBE 0,5X

Las diferentes soluciones preparadas
Agarosa MetaPhor® A MetaPhor? (en porcentaje), hacen referencia a la
(Cambrex, FEast Rutherford, garosa Metalhor™  cantidad en gramos de agarosa

NJ, EUA) (%0) MetaPhor"” pesada por 100 mL de
tampon TBE 0,5X

4.3.11.2.2 Polimorfismos C677T y A1298C del gen de la 5,10-Metilentetrahidrofolato-
reductasa

Se llevaron a cabo dos reacciones de amplificacion distintas, una para cada
polimorfismo en estudio.
Para realizar la reaccion de amplificacién, se preparé la siguiente mezcla de

reaccion por tubo:

Reactivo Volumen

Tamp6n 10x con Mg** 2,5 UL

Cebadores (100 pmol/L) 0,25 pL de cada uno
dNTPs (1 mmol/L) 2,5 L

DMSO 2,5 uL

Polimerasa Taq (1 U/uL) 0,15 pL
Agua destilada autoclavada 11,85 pL

En un tubo eppendorf autoclavado de 0,2 mL rotulado y preparado previamente, se
afiadieron 20 pL de la mezcla de reaccion y 5 pL de muestra (DNA extraido). Para
controlar el correcto funcionamiento del procedimiento, en cada serie de muestras se
procesaron dos controles: uno negativo (agua destilada autoclavada) para controlar
la posible contaminacidon generada, y uno positivo (muestra de una serie

anteriormente validada).
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Posteriormente, se introdujeron los tubos en el termociclador iCycler de BioRad
Laboratories (Hercules, CA, EUA) empleando el siguiente programa para la reaccion

de amplificacion:

N° Ciclos Temperatura Tiempo
1 95°C 4 min
34 94 °C 10 s
63 °C 25s
72°C 25s
1 72 °C 5 min
1 15°C (permanente, hasta extraccion de los

tubos del termociclador)
Una vez acabado el proceso de amplificacion, se realizaron las diferentes

digestiones con las correspondientes enzimas de restriccion.

Polimorfismo C677T del gen del receptor de la vitamina D

Se preparo la siguiente mezcla de reaccion por tubo:

Reactivo Volumen
Tampon H (10X) 1,2 uL
Enzima Hinf | (10 U/uL) 0,3 pL

En un tubo eppendorf autoclavado de 0,5 mL rotulado y preparado previamente, se
afiadieron 1,5 pL de la mezcla de reaccion y 10,5 pL de DNA amplificado (producto

de la PCR).

Posteriormente, se incubaron los tubos a 37 °C durante un minimo de 4 horas.
Trancurrido este tiempo, se separaron los fragmentos obtenidos mediante
electroforesis en un gel de agarosa MetaPhor” al 2,0 %, que luego se tifi6 con

bromuro de etidio. Las bandas correspondientes a los fragmentos de DNA se
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visualizaron iluminando el gel con luz UV, y sus tamafios permitieron la

interpretacion del genotipo seguin se muestra en la Figura 2.

Los individuos CC presentan una banda de 198 pb, los individuos CT tres bandas

(198 pb, 175 pb y 23 pb) y los individuos TT dos bandas (175 pb y 23 pb).

M TT CT CT CT CT CC CC Ct TT CT

Figura 2. Bandas correspondientes a diversos
fragmentos de DNA tras la realizacion de la digestién con
la enzima de restriccion Hinf | para el polimorfismo
C677T del gen de la 5,10-Metilentetrahidrofolato-
reductasa.

Polimorfismo A1298C del gen del receptor de la vitamina D

Se preparo la siguiente mezcla de reaccién por tubo:

Reactivo Volumen
Tampon NEB 2 (10X) 1,2 uL
Enzima Mbo Il (5 U/uL) 0,3 uL

El resto del procedimiento es idéntico al del caso anterior. La interpretacion

correspondiente se observa en la Figura 3.

Los individuos CC presentan una banda de 241 pb, los individuos AC tres bandas

(241 pb, 204 pb y 37 pb) y los individuos AA dos bandas (204 pb y 37 pb).
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M AA AC AA AA AA AA CC AA AA AA AA AC AC AC

-

Figura 3. Bandas correspondientes a diversos fragmentos de
DNA tras la realizacion de la digestion con la enzima de
restriccién Mbo |l para el polimorfismo A1298C del gen de la
5,10-Metilentetrahidrofolato-reductasa.

4.3.11.2.3 Polimorfismos Taq |y Apa | del gen del receptor de la vitamina D

Para el estudio de estos polimorfismos, la reaccion de amplificacion es comun para

ambos. Para ello, se preparo la siguiente mezcla de reaccién por tubo:

Reactivo Volumen

Tampén 10x con Mg?* 2,5 UL

Cebadores (100 pmol/L) 0,25 uL de cada uno
dNTPs (1 mmol/L) 2,5puL

DMSO 2,5 uL

Polimerasa Taq (1 U/pL) 0,15 pL
Agua destilada autoclavada 11,85 pL

En un tubo eppendorf autoclavado de 0,2 mL rotulado y preparado previamente, se
afiadieron 20 pL de la mezcla de reaccion y 5 uL de muestra (DNA extraido). Para
controlar el correcto funcionamiento del procedimiento, en cada serie de muestras,
se procesaron dos controles: un control negativo (agua destilada autoclavada) para
controlar la posible contaminacion generada, y un control positivo (muestra de una

serie anteriormente validada).
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Posteriormente, se introdujeron los tubos en el termociclador iCycler de BioRad
Laboratories (Hercules, CA, EUA) empleando el siguiente programa para la reaccion

de amplificacion:

Ciclos Temperatura Tiempo
1 95 °C 2 min
34 94 °C 45 s
65 °C 1 min
72 °C 1 min
1 72 °C 5 min
1 15°C (permanente, hasta extraccion de los

tubos del termociclador)

Una vez acabado el proceso de amplificacion, se realizaron las diferentes

digestiones con las correspondientes enzimas de restriccion.

Polimorfismo Taq | del gen del receptor de la vitamina D

Se preparo la siguiente mezcla de reaccion por tubo:

Reactivo Volumen
Tampdn B (10X) 1,2 pL
Enzima Taq | (10 U/uL) 0,5 pL

En un tubo eppendorf autoclavado de 0,5 mL rotulado y preparado previamente, se
afiadieron 1,7 pL de la mezcla de reaccion y 10,3 pL de DNA amplificado (producto

de la PCR).

Posteriormente, se incubaron los tubos a 65 °C durante un maximo de 4 horas.
Trancurrido este tiempo, se separaron los fragmentos obtenidos mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 1,5 %, que luego se tiid con bromuro de

etidio. Las bandas correspondientes a los fragmentos de DNA se visualizaron
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iluminando el gel con luz UV, y sus tamafios permitieron la interpretacion del

genotipo segun se muestra en la Figura 4.

Los individuos TT presentan dos bandas (495 pb y 245 pb), los individuos Tt cuatro
bandas (495 pb, 290 pb, 245 pb y 205 pb) y los individuos tt tres bandas (290 pb,

245 pb 'y 205 pb).

M Tt Tt Tt TT tt Tt TTr Tt Tt Tt Tt Tt

- J-::hz::::.dm:ﬁd: -

Figura 4 . Bandas correspondientes a diversos fragmentos
de DNA tras la realizacion de la digestion con la enzima de
restriccion Taqg | para el polimorfismo Taq | del gen del
receptor de la vitamina D.

Polimorfismo Apa | del gen del receptor de la vitamina D

Se preparo la siguiente mezcla de reaccién por tubo:

Reactivo Volumen
Tampon A (10X) 1,3 pL
Enzima Apa | (10 U/uL) 0,5 pyL

En un tubo eppendorf autoclavado de 0,5 mL rotulado y preparado previamente, se
afiadieron 1,8 L de la mezcla de reaccién y 11,2 uL de DNA amplificado (producto

de la PCR).

Posteriormente, se incubaron los tubos a 30 °C durante un minimo de 12 horas (una

noche). Trancurrido este tiempo, se separaron los fragmentos obtenidos mediante
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electroforesis en un gel de agarosa al 1,5 %, que luego se tifi6 con bromuro de
etidio. Las bandas correspondientes a los fragmentos de DNA se visualizaron
iluminando el gel con luz UV, y sus tamafios permitieron la interpretacion del

genotipo segun se muestra en la Figura 5.

Los individuos AA presentan una banda de 745 pb, los individuos Aa tres bandas

(745 pb, 530 pb y 210 pb) y los individuos aa dos bandas (530 pb y 210 pb).

M Aa Aa AA Aa Aa Aa AA Aa Aa AA Aa aa AA

Gl--_---"---r::--..
e - 1 &

- - >

- - —— -

i — e e —— —

Figura 5. Bandas correspondientes a diversos fragmentos de
DNA tras la realizaciébn de la digestion con la enzima de
restriccién Apa | para el polimorfismo Apa | del gen del receptor
de la vitamina D.

4.3.12 Estudio de los polimorfismos Bsm | y Fok | del gen del
receptor de la vitamina D, el polimorfismo  Alu | del gen del receptor

de calcitonina y el polimorfismo  Spl del gen de la cadena a del
coldgeno de tipo | (COL1A1)

4.3.12.1 Principio de medida

El estudio de estos polimorfismos se llevdé a cabo mediante un procedimiento que
permite la deteccion de seis polimorfismos de un nucleétido simple (SNP). Este
procedimiento se basa en la amplificacion de fragmentos especificos del genoma
humano y posterior deteccibn mediante la hibridacién con sondas especificas.

Primero, se realiza una reaccion simultdnea de amplificacion de 5 regiones del
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genoma, cada una de ellas de (150 — 250) pb, que contienen los SNP de interés
mediante una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Posteriormente, se lleva
a cabo la deteccion de estos fragmentos de DNA amplificado mediante el uso de una
plataforma tecnoldgica basada en micro-arrays de baja densidad. Durante la PCR,
los productos amplificados son marcados con biotina. Seguidamente, después de la
amplificacion, las muestras marcadas son hibridadas con unas sondas especificas
gue se encuentran inmovilizadas en un micro-array incorporado en un tubo (tubo
AT). Después, las muestras son incubadas con un conjugado de estreptavidina-
peroxidasa. Este conjugado se une a través de la estreptavidina con la biotina
presente en los productos amplificados y que a su vez se encuentran unidos a sus
sondas especificas. La actividad peroxidasa provoca la aparicion de un producto
insoluble en presencia de un sustrato: 3, 3’, 5, 5’-Tetrametilbenzidina (TMB), con lo
que se produce la precipitacion de éste en las zonas del tubo AT en las que ocurre la
hibridacion.

Los productos que se observan permiten la clasificacion directa por genotipos.

4.3.12.1.1 Preparacion de reactivos
La preparacion de reactivos se realizé siguiendo las instrucciones suministradas por
el fabricante. Los reactivos empleados y la preparacion de los mismos, pueden

observarse en la siguiente tabla:

Nombre reactivo Composicion Preparacion
Agua destilada autoclavaza H,O Lista para su uso.
Mezcla de la reaccion de Desconocida Lista para su uso.
amplificacion

L B Desconocida Se calent6 la solucion en un bafio a 50
Sf’l‘!c““_{ SH (solucion de °C hasta la desaparicion de los
hibridacion) cristales de la solucion.

Solucion TL (tampon de Desconocida

Lista para su uso.
lavado 5X)
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Nombre reactivo Composicion Preparacion
Por cada muestra a procesar:
Se anadieron 1,13 mL de agua
Desconocida destilada autoclavada y 0,13 mL de la
soluciéon TL en un tubo cénico de 50
mL. Posteriormente, se agitdo la
solucion mediante inversion.

Solucion TL diluida

Soluciéon DC (diluyente del Desconocida Lista para su uso.

conjugado)
Solqci(m CJ (solucién del Desconocida Lista para su uso.
conjugado)
Por cada muestra a procesar:
Se afiadieron 0,72 PL de la solucion
CJ y 99,28 pL de la solucion DC en
Desconocida un tubo eppendorf de 1,5 mL
Solucion CJ diluida

(mantenidas en hielo). Posteriormente,
se agitd la mezcla anterior mediante
inversion y se dejo en hielo hasta su
uso.

i6 6 Desconocida .
Solucion RE (solucion de Lista para su uso.

revelado)

Tqbos AT (tubos con el Desconocida Listos para su uso.
microarray)

4.3.12.2 Proceso experimental

El estudio de estos polimorfismos, se realiz6 empleando los equipos de reactivos
MetaBone Clinical Arrays® y MetaBone Clinical Arrays® Visu (Genomica SAU,
Coslada, Madrid, Espafa) y siguiendo las instrucciones indicadas en los prospectos
de los mismos.

En primer lugar, se realiz6 una reacciéon de amplificaciébn y posteriormente la
visualizacion del producto amplificado.

Para realizar la reaccién se amplificacion, se descongelé un tubo de reaccién, que
contiene la mezcla de reaccion para la amplificacién, por cada muestra de DNA
extraido a estudiar. Una vez descongelados, se centrifugaron unos segundos en una

microcentrifuga y se afiadieron 5 pL de muestra (DNA extraido). Para controlar el
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correcto funcionamiento del procedimiento, para cada serie de muestras, se
procesaron dos controles: uno negativo (agua destilada autoclavada) para controlar
la posible contaminacién generada, y uno positivo (muestra de una serie
anteriormente validada).

Posteriormente, se introdujeron los tubos en el termociclador iCycler de BioRad
Laboratories (Hercules, CA, EUA) empleando el siguiente programa para la reaccion

de amplificacion:

Ciclos Termperatura Tiempo
1 95°C 12 min
40 95°C 30s
55°C 40 s
72°C 1 min
1 60 °C 30 min
1 15°C (permanente, hasta extraccion de los

tubos del termociclador)

Una vez finalizada la reaccion de amplificacion, se realiz6 la visualizacion del
producto amplificado. Para ello:
1) En un tubo eppendorf, se afadieron 5 pL del producto de DNA amplificado y
95 uL de la solucion SH.
2) Se incubaron los tubos a 95 °C durante 5 minutos (reaccion de
desnaturalizacion).
3) Se afiadieron 300 pL de la solucion de TL diluida a cada tubo AT y se
invirtieron los tubos AT 4 o 5 veces. Posteriomente, se desecho la solucion TL
diluida mediante aspiracion.

4) Se colocaron los tubos AT lavados en un termobloque, calentado

previamente, a 50 °C.
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5) Se afadieron los 100 pL de cada una de las soluciones recién
desnaturalizadas sobre los correspondientes tubos AT ubicados en el
termobloque.

6) Se incubaron los tubos AT durante 1,5 horas en agitacion a 550 revoluciones
por minuto.

7) Tras la incubacién, se sacaron los tubos AT del termobloque y se desecho la
solucion SH mediante aspiracion.

8) Se afnadieron 300 L de la solucion TL diluida a cada tubo AT y se invirtieron
los tubos AT 10 veces desechandose la solucién TL diluida mediante aspiracion.

9) Se colocaron los tubos AT en el termobloque, enfriado previamente, a 30 °C.
10) Se afadieron 100 pL de la solucion CJ diluida a cada uno de los tubos AT.
11) Se incubaron los tubos AT durante 30 minutos en agitacion a 550
revoluciones por minuto.
12) Tras la incubacion, se sacaron los tubos AT del termobloque y se desecho
rapidamente la solucion CJ diluida mediante aspiracion.
13) Se afiadieron 300 pL de la solucién TL diluida a cada tubo AT y se invirtieron
los tubos AT 10 veces. Seguidamente, se deseché rapidamente la solucion TL
diluida mediante aspiracion. Posteriormente, se repitié este proceso.
14) Se afadieron 100 pL de la solucion RE a todos los tubos AT en el mismo
orden con la que se aspiré la solucion.
15) Se colocaron los tubos AT en un termobloque, enfriado previamente, a 25 °C.
16) Se incubaron los tubos AT durante 10 minutos y en ausencia de agitacion.
17) A los 10 minutos se colocaron los tubos AT en el lector de tubos Array en el

mismo orden en el que se fue afiadiendo la solucion RE.
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El lector de tubos Array, para cada muestra, presenta el siguiente informe:

RESULTADOS | Cddigo del andlisis:

Analisis de osteoporosis 040304

Referencia del Andlisis: | 320756

Codigo AT: 17432403040304

Tipo de analisis: tmb a punto final

Fecha y hora: 2008-01-14 20:12

Gen - Polimorfismo Resultado Controles

CollAl - Spl Ss Conforme
CTR - Alul aa Conforme
VDR - Bsml Bb Conforme
VDR - Fokl Ff Conforme

INFORMACION DEL SISTEMA

‘ Fecha de la ultima verificacion: | 2008-01-14
‘ Resultado de la ultima verificacion: | Ok

‘ Estado de temperatura: | Ok

‘ Sistema: | ATS

Este protocolo fue generado por el dispositivo de ATS.

DATOS DE LECTURA Cédigo de analisis:
Analisis de osteoporosis 040304
Referencia del andlisis: 320756

Codigo AT: 17432403040304

Tipo de anélisis: tmb a punto final

Fecha y hora: 2008-01-14 20:12
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SONDAS
Sonda Senal
COLT-S19-AR 0.3365
CTRT-A15-AR 0.8160
VDRBT-A20-AR 0.7392
VDRFA-A15-AR 0.8183
COL1A1-2-20COL 0.7809
CTRC-A15-AR 0.8129
VDRBC-A20-AR 0.7141
VDRFG-A15-AR 0.7343
COL1-A1-1-20 0.8008
VDRBT-A21-AR 0.7844
CONTROLES
Controles Senal Resultado
COL common-antisense 0.7943 Conforme
CTR common 0.7988 Conforme
VDR-B common 0.8111 Conforme
VDR-F common 0.7770 Conforme

Este protocolo fue generado por el dispositivo de ATS.

IMAGEN
Analisis de osteoporosis

Cddigo de andlisis:
040304

Referencia del analisis:

320756

Codigo AT:

17432403040304

Tipo de analisis:

tmb a punto final

Fecha y hora:

2008-01-14 20:12
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Este protocolo fue generado por el dispositivo de ATS.

4.4 PROCEDIMIENTO MATEMATICO Y ESTADISTICO

Para la comparacion de los valores medios de las magnitudes, en los diferentes
momentos estudiados de la evolucion de los pacientes, se empleé la prueba
paramétrica ANOVA para datos apareados.

Para comparar los valores medios de las densidades minerales 6seas (DMO) y de
los T-Score, antes de la cirugia y a los (12 — 18) posteriores a la intervencion, se
utilizé la prueba paramétrica de la T de Student de datos apareados.

Para relacionar los cambios en la masa 6sea con las concentraciones preoperatorias
de paratirina y los diferentes marcadores 6seos, asi como con los cambios de las

concentraciones de los mismos, se empleé la prueba de correlacién de Pearson.
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Para comparar las diferentes frecuencias alélicas se utilizo la prueba de chi-
cuadrado (x?).

El calculo de las diferentes areas globales bajo la curva (AUC) se realiz6 para cada
uno de los individuos, empleando los diferentes momentos en estudio (previo a la
intervencion, dia despuésy 3, 6 y 12 — 18 meses posteriores) y la concentracion del
marcador 0seo obtenido en cada momento considerado, aplicando la siguiente
formula:

[(Concentracion el dia después + Concentracion prev  ia a la intervencion) x
0,0333)] / 2 + [(Concentracion al tercer mes + Conc  entracion el dia después) x
3] / 2 + [(Concentracion al sexto mes + Concentraci  0n al tercer mes) x 3]/ 2 +
[(Concentracion al 12 — 18 mes + Concentracion als  exto mes) x 12]/ 2
Posteriormente, se calcularon los valores medianos de las AUC obtenidas en funcion
de los diferentes genotipos de cada polimorfismo estudiado.

Para comparar las AUC medianas y las AUC medianas agrupadas obtenidas para
los distintos marcadores 0seos en funcibn de los genotipos de un mismo
polimorfismo, se utilizaron las pruebas no paramétricas de Kruskal Wallis y la U-
Mann Whitney, respectivamente. Ademas, para conocer qué grupos de datos
diferian estadisticamente, se realizé la prueba de contrastes LSD.

Para comparar las areas globales bajo la curva (AUC) medianas de cada uno de los
marcadores 0seos en funcion del nimero de alelos de peor evolucion, se empleo la

prueba no paramétrica de la U-Mann Whitney.

Todos estos célculos se realizaron utilizando el programa estadistico Analyse-it”
(Leeds, Inglaterra, Reino Unido) version 2.0.4, seleccionando un nivel de

significacion estadistica de 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 EVOLUCION DE LAS CONCENTRACIONES DE CALCIO,
FOSFATO, 25-HIDROXI VITAMINA D Y PARATIRINA

Los valores medios de estas concentraciones en los diferentes momentos evolutivos

estudiados se muestran en la Tabla 4. La prueba paramétrica ANOVA, indico la

existencia de diferencias significativas entre estos valores a lo largo del tiempo.

Momentos de medicion
P
Magnitud Antes Dia después 3 meses 6 meses ﬂrﬁe_sels : ANOVA
9 P después después .
después
Srm—Calcio(ll); 2,78 2,34 2,30 2,31 2,26 <0.0001
c.sust.(mmol/L) (2,72-2,84) | (2,28-2,41) | (2,27-2,33) | (2,28 —2,34) | (2,22 — 2,29) ’
Srm—Fosfato; 0,81 1,02 1,11 1,09 1,16 <0.0001
c.sust. (mmol/L) (0,77-0,84) | (0,94 -1,10) | (1,06 —1,15) | (1,03-1,15) | (1,11 —1,20) :
Srm—25-Hidroxi
e 40,3 53,2 56,2 53,8

iy E245 | (36,0 44.6) - (46,8-597) | (49,0 63,4) | (48,2-59,3) | <%:0001
Srm—Paratirina; 21,0 2,8 6,8 6,1 57 <0.0001
c.sust.(pmol/L) (18,1-23,9) | (2,2-3,3) (59-7,7) (5,2—7,0) (5,0 — 6,4) ’

Tabla 4. Evolucién de las concentraciones de calcio, fosfato, 25-Hidroxi Vitamina D y paratirina en
diferentes momentos relativos a la paratiroidectomia. Los resultados son expresados mediante las
medias y sus correspondientes intervalos de confianza del 95 %.

Calcio

En la Figura 6 se muestra el perfil evolutivo de las concentraciones de calcio. Antes
de la intervencion quirdrgica, éstas se encontraban por encima del limite superior del
intervalo de referencia (2,51 mmol/L para mujeres y 2,54 para hombres), pero tras la
valores Estas

paratiroidectomia disminuyeron hasta alcanzar

fisioldgicos.
disminuciones fueron estadisticamente significativas, siendo el mayor descenso el
que tuvo lugar entre los meses previos a la cirugia y el dia posterior a la

intervencion.
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Aungue entre los meses 3 y 6 tras la operacion la concentracion de calcio parecia
haberse estabilizado, se observé un nuevo descenso significativo (p=0,002) entre el

sexto mes y los (12 — 18) meses.

2,70
2,60
2,50

240

srm—-Calcio(ll); c.sust. (mmol/L)

2,30

2,20

0 3 6 9 12 15
Tiempo (meses)

Figura 6. Evolucién de las concentraciones de calcio en los
diferentes momentos considerados.

Fosfato

Las concentraciones de fosfato estuvieron por debajo del limite inferior del intervalo
de referencia (0,85 mmol/L para mujeres y hombres) Unicamente en el momento
previo a la paratiroidectomia. Como puede observase en la Figura 7, tras la
operacion se registraron aumentos casi continuados en la concentracion de fosfato
(excepto en el periodo entre los meses 3 y 6 tras la intervencion). Estos aumentos
fueron estadisticamente significativos, siendo el mayor el observado entre los meses
previos a la cirugia y el dia siguiente de la operacion (p<0,001). Cabe destacar que
los sucesivos aumentos posteriores fueron cada vez menos significativos (hasta los

3 meses, p=0,0076; de los 6 a los (12 — 18) meses, p=0,0238).
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Figura 7. Evolucién de las concentraciones de fosfato en
los diferentes momentos considerados.

25-Hidroxi vitamina D

Los valores de 25-hidroxi vitamina D permanecieron, en todo los periodos
estudiados, dentro del intervalo de referencia (entre 10,0 y 98,0 nmol/L). Como se
observa en la Figura 8, al igual que ocurria para el fosfato, después de la
intervencion quirdrgica se observdé un aumento estadisticamente significativo de las
concentraciones de 25-hidroxi vitamina D entre los meses previos a la cirugia y el
tercer posterior a la intervencion.

Tras la paratiroidectomia, se observo una estabilizacién de las concentraciones de

25-hidroxi vitamina D a largo plazo.
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Figura 8. Evolucién de las concentraciones de 25-Hidroxi
vitamina D en los diferentes momentos considerados.

Paratirina

El hiperparatiroidismo primario se caracteriza por concentraciones elevadas de
paratirina, y la disminucion hasta valores fisiologicos es uno de los indicadores del
éxito de la paratiroidectomia. Como se observa en la Figura 9, tras la drastica
disminucién de la concentracion de paratirina tras la cirugia, se observé una
estabilizacién a corto plazo de la misma. Cabe destacar, que entre el dia después de
la cirugia y el mes 3 posterior a la intervencion, las concentraciones de paratirina
aumentaron debido, fundamentalmente, a una recuperacion de las glandulas

paratiroides tras la cirugia.

81



Resultados

24,00
22,00
20,00
18,00
16,00
14,00
12,00
10,00

8,00

6,00 *> *

Srm—Paratirina; c.sust. {(pmol/L)

4,00
2,00
0,00 !

0 3 6 9 12 15
Tiempo (meses)

Figura 9. Cambios en las concentraciones de paratirina en
los diferentes momentos considerados.

5.2 EVOLUCION DE LAS CONCENTRACIONES DE LOS
MARCADORES OSEOS

En la Tabla 5, se muestran las concentraciones medias de los marcadores 0seos en
los diferentes momentos considerados, junto con el resultado de la prueba
estadistica, que demuestra la existencia de diferencias significativas entre las
concentraciones medias de fosfatasa alcalina, C-Telopéptido isomerizado del

colageno tipo | y osteocalcina.
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Momentos de medicién

(ng/L)

P
Magnitud Antes Dia después | 3 meses 6 meses (12-18) | ANOVA

9 P meses

Srm—Fosfatasa

alcalina; c.cat. 1 711'9% o8 1,70 1,54 131 129 <0,0001

(ukatlL) (1,71-2,28) | (1,52 -1,87) |(1,37-1,71) | (1,21 - 1,42) | (1,19 — 1,39)
Srm—C-Telopéptido
isomerizado del
; . . 0,71 0,29 0,30 0,24 0,28

gor'nag:o de tpo 1) 062-081) | (015-043) |(0,23-0,38)| (0,18 - 0,30) | (0,23 - 0,34) | <0:0001
(holl)

frr’;‘a;fsmoca'c'”a’ 40,9 40,0 23,2 17,6 16,6 0.0001

' (35,0 - 46,8) | (30,8—49,3) [(19,9 - 26,5) | (15,6 —19,7) | (15,0—18,2) | ~

Tabla 5. Evolucion de las concentraciones de los marcadores éseos en los diferentes momentos
considerados con respecto a la paratiroidectomia. Los resultados son expresados mediante las
medias y sus correspondientes intervalos de confianza del 95 %.

5.2.1 Fosfatasa alcalina

Antes de la intervencidn quirdrgica, las concentraciones de fosfatasa alcalina se

encontraban por encima del limite superior del intervalo de referencia (1,50 pkat/L

para mujeres y hombres), alcanzando valores fisiologicos a partir del sexto mes

posterior a la intervencién. Tras la cirugia se observo un descenso progresivo de las

concentraciones de fosfatasa alcalina, que resulto ser estadisticamente significativo

(Figura 10). Los sucesivos descensos fueron similares en el periodo entre los meses

previos a la cirugia y el dia siguiente de la operacion y el mes 6 posterior a la

intervencion. A partir de este momento, se observé una estabilizacion, ya que no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas en las concentraciones de

fosfatasa alcalina entre los meses posteriores.
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Figura 10. Evoluciéon de las concentraciones de fosfatasa
alcalina en los diferentes momentos considerados.

5.2.2 C-Telopéptido isomerizado del coldgeno detip o1 (CTx)

Los valores de CTx permanecieron, en todo los momentos considerados, dentro del
intervalo de referencia (0,8 pg/L para mujeres postmenopusicas y hombres). Como
puede observarse en la Figura 11, tras la intervencidon quirlrgica, se registré un
descenso estadisticamente significativo en la concentracion de CTx el dia siguiente
de la operacion y una estabilizacion de las mismas puesto que desde el dia después
de la cirugia hasta el mes (12 — 18) posterior a la intervencién, éstas se mantuvieron

practicamente constantes.
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Figura 11. Evolucion de las concentraciones de C-
Telopéptido isomerizado del colageno de tipo | en los
diferentes momentos considerados.

5.2.3 Osteocalcina

En la evolucion de la concentracion de osteocalcina que se muestra en la Figura 12,
puede verse que en la situacion de partida, antes de la operacion, los valores
estaban por encima del intervalo de referencia (33 pg/L para mujeres y 30 pg/L para
hombres) al igual que al dia siguiente de la operacion. Tras la cirugia, se observaron
descensos significativos en las concentraciones de osteocalcina durante todos los
momentos considerados, excepto entre los meses previos a la intervencion y el dia
posterior. EI mayor descenso se observé entre los meses 3 y 6 posterior a la
intervencién. A partir del sexto mes, las concentraciones de osteocalcina se

mantuvieron practicamente estables dentro del intervalo de referencia.
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Figura 12. Evolucion de las concentraciones de
osteocalcina en los diferentes periodos de tiempo.

5.3 EVOLUCION DE LA MASA OSEA POR UNIDAD DE SUPERFI CIE
(DENSIDAD MINERAL OSEA)

En la Tabla 6, se muestran las diferentes densidades minerales Gseas tanto en
unidades de masa 6Osea por unidad de superficie como en T-Score antes de la
intervencidn y a los (12 — 18) meses posteriores a la cirugia, junto con el resultado
de la prueba estadistica, que demuestra el aumento significativo de las densidades

minerales Gseas de cadera y columna lumbar.

Momento de medicion P Porcentaje

. t-Student Ascenso

Magnitud Antes (12 -18) meses apareada relativo
DMO cadera (gicm?) | 0,775 (0,740 — 0,810) | 0,814 (0,780 — 0,847) | <0,0001 5.0 %
T-Score 1,9 (2,1 —-1,6) 1,5(-1,8--1,3) <0,0001 21,1 %
DMO C?é‘jé“r:z‘;‘ lumbar | 4 503 (0,768 — 0,838) | 0,842 (0,804 — 0,880) |  <0,0001 4,9 %
- - R - - — 0,

T -Score 22 (-2,5—-1,8) 1,8 (2,1 —-1,4) <0,0001 18,1 %

Tabla 6. Evolucién de la densidad mineral 6sea. Los resultados son expresados mediante las
medias y sus correspondientes intervalos de confianza del 95 %. El porcentaje de ascenso
relativo se calculé como [(DMO 12 -18 meses — DMO antes)/(DMO antes)]*100.
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5.4 RELACION ENTRE LOS CAMBIOS EN LA MASA OSEA,
PARATIRINA'Y MARCADORES OSEQOS

Para conocer el grado de afectacion de la masa Osea debido a la presencia de
concentraciones mantenidas y elevadas de paratirina (PTH), se realizaron estudios de
correlaciéon entre la DMO antes de la cirugia y las concentraciones preoperatorias de
PTH. Existi6é una correlacion estadisticamente significativa (P = 0,0484) entre la DMO en
la zona de la cadera y las concentraciones de PTH preoperatorias (r = -0,2259; IC = -
0,4787; - 0,0021). El grado de correlacién entre la DMO en la zona de la columna
lumbar y las concentraciones preoperatorias de PTH fue de -0,0988 (IC = -0,3482;

0,1637).

Por otro lado, para relacionar los cambios en la masa désea con los cambios en las
concentraciones de PTH vy los diferentes marcadores 0seos, se realizaron estudios de
correlaciéon entre éstos y la DMO.

Los cambios en las concentraciones de paratirina y los marcadores 0seos en los
diferentes momentos estudiados se calcularon como: el valor absoluto de la
[(Concentracion en un momento posterior a la cirugia — Concentracion antes de la
intervencién) / Concentracién antes de la intervencién]*100, mientras que los cambios
en la DMO se calcularon mediante la férmula: [([DMO 12 — 18 meses — DMO

antes)/(DMO antes)]*100.

5.4.1 Correlacién entre las concentraciones preoper atorias de PTH y
marcadores 0seos con los cambios en la DMO

Existi6 una correlacion significativa positiva entre las concentraciones preoperatorias de
PTH y fosfatasa alcalina con los incrementos de DMO en columna lumbar y cadera

(Tabla 7).
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Incremento DMO en la Incremento DMO en la
zona lumbar zona de la cadera

Srm—Paratirina; c.sust. r=0,2399 r=0,2716
(preoperatoria) P=0,0114 P =0,0410
Srm—Fosfatasa alcalina; c.cat. r =0,2533 r=0,2516
(preoperatoria) P =0,0451 P =0,0438

Srm—C-Telopéptido isomerizado
del colageno Fé)ieptipo l; c.masa r=-0,0076 r=-0,0072
! P =0,9579 P =0,9613

(preoperatoria)

Srm—Osteocalcina; c.masa r=0,1908 r=0,1457
(preoperatoria) P=0,1754 P =0,2978

Tabla 7. Coeficientes de correlacion (r) y probabilidades estadisticas (P) obtenidos al
correlacionar las concentraciones preoperatorias de PTH, fosfatasa alcalina, CTx y
osteocalcina con los incrementos en la DMO en la zona de la columna lumbar y en
cadera.

5.4.2 Correlacién entre los cambios en las concentr  aciones de PTH y
marcadores 0seos en diferentes momentos con los cam bios en la
DMO

Se observé una correlacion significativa positiva en todos los casos estudiados excepto
entre los incrementos de DMO en columna lumbar con los cambios en las
concentraciones de: PTH, CTx y osteocalcina al dia después de la intervencion,
osteocalcina a los 3 meses posteriores a la paratiroidectomia y fosfatasa alcalina a los
(12 — 18) meses posteriores a la cirugia (Tabla 8). Tampoco se encontrd correlacion
entre los incrementos de DMO en la cadera con los cambios en las concentraciones de:
PTH, fosfatasa alcalina, CTx, osteocalcina el dia después de la intervencion y

osteocalcina a los 3 meses posteriores a la paratiroidectomia (Tabla 8).
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Cambios en la concentracion de PTH

Incrementos en la Dia 3 meses 6 meses (12 - 18)
DMO después € € meses
Zona Columna Lumbar r= 0,2464 r= 0,3967 r= 0,3409 r=0,3713
P =0,0577 P =0,0020 P =0,0134 P = 0,0057
Zona Cadera r=0,2008 r= 0,3901 r= 0,3209 r= 0,2855
P =0,1240 P =0,0025 P =0,0231 P =0,0364
Cambios en la concentracion de ALP
Incrementos en la Dia (12 - 18)
. 3 meses 6 meses
DMO después meses
Zona Columna Lumbar | ©.= 0:3632 | 1= 0,2924 r= 0,3016 r= 0,1692
P=0,0167 | P=0,0259 P =0,0298 P =0,2168
Zona Cadera r=0,1559 | r= 0,3702 r= 0,3393 r=0,3219
P=0,3243 | P =0,0042 P =0,0139 P =0,0226

Cambios en la concentracion de CTx

Incrementos en la Dia 3 meses 6 meses (12 - 18)
DMO después € € meses
Zona Columna Lumbar | F= 01641 | 1= 0,4020 r= 0,5133 r= 0,3457
P=0,3776 P =0,0051 P =0,0004 P =0,0200
Zona Cadera r=0,3129 r=0,2984 r= 0,3377 r = 0,4065
P =0,0866 P =0,0416 P =0,0268 P =0,0083
Cambios en la concentracion de OC
Incrementos en la Dia (12 -18)
. 3 meses 6 meses
DMO después meses
Zona Columna Lumbar | ©.= 0:0815 | = 0,2200 r= 0,4332 r= 0,3401
P=0,6574 | P=0,1418 P =0,0033 P =0,0193
Zona Cadera r=0,1076 | r= 0,0976 r= 0,4308 r= 0,3388
P=05647 | P=0,5187 P =0,0035 P =0,0213

Tabla 8. Coeficientes de correlacion (r) y probabilidades estadisticas (P)
obtenidos al correlacionar los cambios en las concentraciones de PTH,
fosfatasa alcalina, CTx y osteocalcina con los incrementos en la DMO en la
zona de la columna lumbar y en cadera.

5.5 FRECUENCIAS GENOTIPICAS Y ALELICAS DE

DIFERENTES POLIMORFISMOS

LOS

Los resultados obtenidos para las frecuencias genotipicas y alélicas de nuestra
poblacién estudiada asi como las frecuencias alélicas de una poblacién europea de
individuos sanos, pueden observarse en la Tabla 9.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las frecuencias
alélicas de ambas poblaciones estudiadas, para los polimorfismos C677T del gen de

MTHFR, Taq | del gen de VDR y Sp1 del COL1ALl.
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Por otro lado, la distribucién genotipica de todos los polimorfismos estudiados se

encontraba en equilibrio de Hardy-Weinberg.

i i : . Frecuencia
Polimorfismo Frecuencia |Frecuencia P (H-W) Slélica P 67)
(gen) genotipica Alélica _ X
poblacional
c.677C>T 6
C.849C>T CC =24 (32%) C=56% C=70%
rs1801133 CT=36(48%) | T=44% P=0,98 T=30% P=0,01
(MTHFR) TT =15 (20 %)
€.1298A>C
€.1470A>C AA = 37 (49 %) A=71% A=64%
rs1801131 AC=33(44%) | C=29% P=081 C = 36 % P=0,08
(MTHFR) CC =5 (7 %)
Taq |
c.1216T>C TT =18 (24 %) T=53% ~ T=65% B
rs731236 Tt =43 (57 %) t=47 % P=0,43 { = 35 0 P=0,03
(VDR) tt = 14 (19 %)
Apa |
0.59978C>A AA =25 (20 %) A=62% _ A =58 % B
7975232 Pa=43(57%) | a=38% | O | azaw P=0,34
(VDR) aa=7(23 %)
Bsm |
9.58980G>A BB = 21 (28 %) B =51% _ B =50 % .
rs1544410 Bb = 35 (47 %) b =49 % P=0.85 b = 50 % P=0,65
(VDR) bb = 19 (25 %)
Fok |
€.162G>A FF =23 (31 %) F=59% ~ F=56% )
rs10735810 Ff = 42 (56 %) f=41% P=0,41 (= 449% P=0,31
(VDR) ff = 10 (13 %)
Spl
9.1252G>T SS =33 (44 %) S=69% ~ S =80% )
rs1800012 Ss=37(49%) | s=31% P=0.45 S = 20 % P=0,02
(COL1A1) ss =5 (7 %)
Alu |
AA=3 (4 %) _ o A =25 %
(;511?3%)61?; Aa =25 (33 %) 2: ?; (;) P=0,99 a=75% P=0,63
aa = 47 (63 %) IR
(CALCR)

Tabla 9. Frecuencias genotipicas y alélicas de los diferentes polimorfismos en la poblacion
estudiada (75 pacientes). = Frecuencias genotipicas poblacionales de individuos sanos
europeos de raza blanca obtenidos de la bibliografia. P (H-W) corresponde a la probabilidad
relacionada con el equilibrio de Hardy-Weinberg.
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5.6 EVOLUCION EN LAS CONCENTRACIONES DE LOS
MARCADORES OSEOS SEGUN LOS GENOTIPOS DE CADA
POLIMORFISMO EN ESTUDIO

Para realizar una valoracion de las fluctuaciones de las concentraciones de los
marcadores 0seos a lo largo del tiempo, se calcularon las areas globales bajo la
curva (AUC) desde los meses previos a la intervencion hasta el mes (12 — 18)
posterior a la cirugia. Puesto que los marcadores 6seos presentan valores elevados
en el hiperparatiroidismo primario, y su evolucion tras el tratamiento quirdrgico es
descendente, una mayor AUC indica una peor (mas lenta) recuperacion del estado
0seo.

Se compararon las AUC medianas entre los genotipos de cada polimorfismo, para
ver si existia relacion entre las variantes analizadas y la evolucion de los
marcadores 0seos. Previamente, se habian comparado: 1) las concentraciones
medianas correspondientes a los meses previos a la intervencion quirdrgica entre
los genotipos de un mismo polimorfismo, para comprobar que los pacientes
partieran de una situacion inicial homogénea con independencia del genotipo vy, 2)
las frecuencias genotipicas de los diferentes polimorfismos en funcion del sexo, para
comprobar la homogeneidad de su distribucion entre hombres y mujeres.

Debido a la escasa representacion de algunos genotipos (AA del polimorfismo Alu |
del CTR y ss del polimorfismo Spl) se tuvieron que agrupar los homocigotos
minoritarios con los heterocigotos (AA+Aa y Ss+ss, respectivamente). Por otro lado,
en funcion de las diferentes AUC correspondientes a cada genotipo y para cada
marcador 0seo, se realizaron agrupaciones entre los genotipos que presentaron

areas globales bajo la curva similares siguiendo criterios estadisticos y visuales.

91



Resultados

5.6.1 Fosfatasa alcalina

En la Tabla 10 pueden observarse los diferentes valores medianos de AUC, junto
con el resultado de la prueba estadistica, que demuestran la ausencia de diferencias
entre ellas, al igual que las diferentes agrupaciones genotipicas realizadas. No
existieron diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes valores
medianos de las areas globales bajo la curva obtenidas entre alguno de los
genotipos y las diferentes agrupaciones genotipicas para los polimorfismos en
estudio, excepto para la agrupacion genotipica CC+CT y el genotipo TT del
polimorfismo C677T del gen de MTHFR (p = 0,0278). No se realizaron agrupaciones
para los genotipos de los polimorfismos Bsm | y Fok | del VDR ya que las areas
globales bajo la curva obtenidas fueron similares para los genotipos en homocigosis

(BB y bb; y FF y ff, respectivamente).
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Area global P Genotipo Area global P
Polimorfismo | Genotipo (ukat/L - mes) Kruskal- aarunado agrupada U-Mann
H Wallis grup (ukat/L - mes) | Whitney
CC | 20,5 (17,3 - 26,0)
C677T CT |21,9(20,0-282)| 0,0537 CCT*TCT gég g‘;g - ggg; 0,0278
TT | 252 (21,3 -39,9) e ’
AA | 250 (20,9 - 28,0)
A1298C AC | 22,1(19,3-28,0)| 0,3479 CCATC gé'g 88'3 - %'8; 0,1948
CC | 20,1(17,0 - 24,5) 020, '
TT | 20,9 (19,1 - 26,9)
. Tt | 23.1(204-258)| 0,3066 T g%’g gg’? - gg’gg 0,1702
q tt 27,9 (17,7 - 36,4) = L ’
AA | 251 (20,2 - 27,9)
Apa | Aa | 219(194-280) 06ogy | AatER gé? ggg B g?g; 0,4067
aa | 20,9 (18,9 - 32,8) Gt ’
BB | 23,6 (18,3 -33,0)
Bsm | Bb | 22,1(19,5-255)| 0,6009 - - -
bb | 23,1(20,1 - 35,8)
FF | 24,7 (20,1 — 30,5)
Fok | Ff | 21,6 (19,3-26,3)| 0,7080 - - -
ff 23,1 (15,5 — 42,7)
ss
ss 22,0 (18,9 — 27,2)
Spl §§ - - Ss+ss | 231(207-280) 93812
AA
AA+Aa | 24,6 (19,7 — 30,4)
Alu ha - - aa 21.6 (20.3 - 26.7)| 2292

Tabla 10. Valores medianos de las areas globales bajo la curva para la fosfatasa alcalina
obtenidas para cada uno de los genotipos de los polimorfismos en estudio, asi como los valores
obtenidos para las diferentes agrupaciones realizadas acompafiados del intervalo de confianza
del 95 %.

En las siguientes figuras, puede observarse la evolucion de las concentraciones de
fosfatasa alcalina en funcion de los genotipos de los diversos polimorfismos asi

como la agrupacion de los mismos.
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Srm-Fofatasa alcalina; c.cat.

Srm-Fofatasa alcalina; c.cat.
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Srm-Fofatasa alcalina; c.cat.

Srm-Fofatasa alcalina; c.cat.

Resultados
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Srm-Fofatasa alcalina; c.cat.

Srm-Fofatasa alcalina; c.cat.
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(nkat/L)
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5.6.2 C-Telopéptido isomerizado del coldgeno detip ol

En la Tabla 11 pueden observarse los diferentes valores medianos de AUC, junto
con el resultado de la prueba estadistica que demuestran la ausencia de diferencias
entre ellas, al igual que las diferentes agrupaciones genotipicas realizadas. No
existieron diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes valores
medianos de las areas globales bajo la curva obtenidas entre alguno de los
genotipos y las diferentes agrupaciones genotipicas para los polimorfismos en
estudio, excepto para la agrupacién genotipica AC+CC y el genotipo AA del
polimorfismo A1298C del gen de MTHFR (p = 0,0351). No se realizaron
agrupaciones para los genotipos del polimorfismo Bsm | del VDR ya que las areas
globales bajo la curva obtenidas fueron similares para los genotipos en homocigosis

(BB y bb).
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Area global P Genotipo Area global P
Polimorfismo | Genotipo (Lg/L - mes) Kruskal aarupado agrupada U-Mann
H9 -Wallis | 29'4P (ukat/L - mes) | Whitney
cc 3,85 (2,35 — 5,05)
Ce77T cT 4,26 (2,90 — 6,48) | 0,4149 CCT+TCT g'gg g'gg B ‘1"19?3) 0,2403
T 5,95 (2,26 — 11,33) =9 (4 '
AA 4,97 (3,64 — 6,43)
A1298C AC 3,15 (2,20 — 5,05) | 0,1551 CCATC i'gg ggi B g'ig 0,0351
cc 3,41 (2,16 — 4,58) =048, '
T 3,42 (2,14 - 6,71)
. Tt 406 (262-533) 07365 1" 2’32 ggé - ?’0232) 0,5114
q tt 4,76 (2,59 — 10,34) 10 (<, ’
AA 5,09 (2,79 — 6,41)
Apa | Aa 383 (260-506) | 05323 | Aata@ g’gg g?g B g'ii; 0,3282
aa 3,63 (1,21 — 6,42) IS '
BB 4,76 (2,55 — 10,66)
Bsm | Bb 3,83 (2,59 - 5,13) | 0,3776 - - -
bb 4,89 (3,34 — 7,50)
FF 3,31 (2,34 — 4,30)
Fok | Ff 4,60 (2,96 — 6,11) | 0,1753 FF; Fi 2'28 g'gg B g'ggg 0,1072
ff 5,60 (2,90 — 9,67) 00 '
ss
ss 3,78 (2,90 — 6,46)
Spl §§ Ss+ss | 441(250-533) | 08210
AA
AA+Aa | 4,16 (2,69 — 5,70)
Alu ha aa 414 (259 —552) | 04834

Tabla 11. Valores medianos de las areas globales bajo la curva para el CTx obtenidas para
cada uno de los genotipos de los polimorfismos en estudio, asi como los valores obtenidos para
las diferentes agrupaciones realizadas acompafados del intervalo de confianza del 95 %.

En las siguientes figuras, puede observarse la evolucion de las concentraciones de
CTx en funcion de los genotipos de los diversos polimorfismos asi como la

agrupacion de los mismos.
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Srm-C-Telpéptido del colageno
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5.6.3 Osteocalcina

En la Tabla 12 pueden observarse los diferentes valores medianos de AUC, junto
con el resultado de la prueba estadistica que demuestran la ausencia de diferencias
entre ellas, al igual que las diferentes agrupaciones genotipicas realizadas. No
existieron diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes valores
medianos de las areas globales bajo la curva obtenidas entre alguno de los
genotipos y las diferentes agrupaciones genotipicas realizadas para los
polimorfismos en estudio, excepto para la agrupacion genotipica TT+Tt y el genotipo
tt del polimorfismo Taq | del gen del VDR (p = 0,0416). No se realizaron
agrupaciones para los genotipos del polimorfismo Bsm | del VDR ya que las areas
globales bajo la curva obtenidas fueron similares para los genotipos en homocigosis

(BB y bb).
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, P T, P
Polimorfismo | Genotipo EAre/aL glr?]beil) Kruskal z?erzogzg Area( gli(;ls/aLl .ag]r:éo)ada U-Mann
H9 Wallis | 29"P H Whitney
cC | 3080 (249.4 - 381,1)
C677T CT | 3234(2893-3854)| 02815 | ST | 3145 ggg'i - i;i’gg 0,1799
TT | 379.2 (264.1 — 491.2) : : :
AA | 349,5(301,4 — 388.4)
A1298C AC | 3163 (254,1-3959) | 05322 | CGIAC | 3181 gg‘l"z - ggg’ig 0,2639
CC | 3200 (264.1—391.2) : : :
TT | 319,8 (265,3 — 391,3)
. Tt | 3212(2854-3760)| 01256 | 1" gég'g ggg'g - gzgg; 0,0416
q tt 397,0 (308,7 — 515,3) ' ' ’
AA | 376,3(302,5 - 467,1)
Apa | Aa | 3181(2715-3804)| 00070 | A5'3@ g%gg gggé B igg’ig 0,1005
aa | 311.3(189.3 — 340.5) : : :
BB | 375,9 (287.6 — 495,7)
Bsm | Bb | 310.4 (261.0—376.3)| 0,2238 : : -
bb | 346.5 (292.1 — 458.9)
FE | 3181 (247,6 — 376.1)
Fok | Ft | 3405(2966-3947) | 04721 | Fi S ggg'z - g;gég 0,2261
ff | 375.9 (248.4 — 550.5) : : :
o1 > ] ] ss 3305 (277,7-39L1) | o o0
P o Ss+ss | 335,0(299,1—379,6)|
Al ’2’; ] ] AA+Aa | 357,6 (2007 -4034) | | coe
ha aa 326.5 (289.1 - 381.7) |

Tabla 12. Valores medianos de las areas globales bajo la curva para la osteocalcina obtenidas
para cada uno de los genotipos de los polimorfismos en estudio, asi como los valores obtenidos
para las diferentes agrupaciones realizadas acompafiados del intervalo de confianza del 95 %.

En las siguientes figuras, puede observarse la evolucion de las concentraciones de

osteocalcina en funcién de los genotipos de los diversos polimorfismos asi como la

agrupacion de los mismos.
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Polimorfismo Taq | del gen del VDR
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Srm-0Osteocalcina; c.masa

Resultados
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5.7 EVOLUCION DE LA DENSIDAD MINERAL OSEA SEGUN LOS
GENOTIPOS DE CADA POLIMORFISMO EN ESTUDIO

Se realiz6 un seguimiento evolutivo de la densidad mineral 6sea (aumento o
ascenso relativo) en la zona lumbar y en la cadera, en funcion de los genotipos de
los diversos polimorfismos desde los meses previos a la intervencion hasta el mes
(12 — 18) posterior a la intervencion. Al igual que se realiz6 para los diferentes
marcadores 0seos, previamente se compararon las densidades minerales Oseas
anteriores a la intervencién quirdrgica para cada uno de los genotipos de un mismo
polimorfismo, para comprobar que los pacientes partieran de una situacion inicial
homogénea con independencia del genotipo, y las frecuencias genotipicas de los
diferentes polimorfismos en funcién del sexo, para comprobar la homogeneidad de
su distribucion entre hombres y mujeres.

Posteriormente, se realizo para cada polimorfismo en estudio, una agrupacion de los
diferentes genotipos que presentaron aumentos relativos similares en la densidad
mineral 6sea, a excepcidon de los genotipos AA del polimorfismo Alu | del CTR y ss
del polimorfismo Spl del COL1A1l, los cuales se agruparon como AA+Aa y Ss+ss,

respectivamente, en funcion del tamafio muestral.

5.7.1 Densidad mineral 6sea en la zona lumbar

No existieron diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes valores
medianos de los aumentos relativos obtenidos entre alguno de los genotipos y las
diferentes agrupaciones genotipicas realizadas para los polimorfismos en estudio
(Tabla 13). Asi y todo, para la agrupacion genotipica CT+TT y el genotipo CC del
polimorfismo C677T del gen de la MTHFR, las diferencias entre los aumentos

relativos rozaron la significacion estadistica (p = 0,0588). No se realizaron
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agrupaciones para los genotipos de los polimorfismos Taq | y Fok | del VDR, ya que

los aumentos relativos obtenidos fueron similares para los genotipos en homocigosis

(TT y tt; FF y ff, respectivamente).

. . . Ascenso relativo P Genotipo Ascenso relativo P
Polimorfismo | Genotipo o Kruskal o U-Mann
(%) Wallis agrupado agrupado (%) Whitney
cc 5,71 (2,72 - 9,71)
Ce77T CT 2,32 (0,92 -7,70) 0,1335 C'{;;I'T é?? 8% : g;‘% 0,0588
TT 1,68 (-1,14 — 6,98) : : :
AA 3,07 (0,77 — 7,88)
A1298C AC 4,52 (1,66 — 7,25) | 0,7038 ACA*ACC gg% %’33 ~ ?’ggg 0,4063
cC 4,29 (0,37 —10,41) ' ' '
TT 3,10 (0,83 - 7,21)
Taq | Tt 3,94 (1,52 -7,62) | 0,9012 - - -
q tt 3,06 (-0,37 — 10,15)
AA 4,25 (-0,03 — 8,17)
Apa | Aa 416 (1,69-722) | 01964 | AATAR 3'16 %’94 - 6’30? 0,0947
aa 0.54 (0,11 — 13,6) aa 54 (0,11 -13,6)
BB 3,80 (0,08 — 7,52)
Bsm | Bb 3,71 (1,70 -8,90) | 0,3443 BBbJLBb 3.71(1.69-587) | 376
b 211 (0.24 — 8.70) 2,11 (0,24 -8,70)
FF 3,71 (1,48 — 12,65)
Fok | Ff 3,05 (0,91 -5,71) 0,2081 - - -
ff 3,70 (1,02 - 16,16)
SS
SS 3,40 (1,14 - 8,49)
Spl §§ - - Sstss | 3.71(140-6.15) | 29767
AA
AA+Aa | 4,16 (1,79 — 7,25)
Alu ha - - aa 307 (112-6.18) | 07470

Tabla 13. Valores medianos de los aumentos relativos obtenidos para la DMO en la zona
lumbar de cada uno de los genotipos de los polimorfismos en estudio, asi como los valores
obtenidos para las diferentes combinaciones realizadas acompafiados del intervalo de confianza

del 95 %.

5.7.2 Densidad mineral 6sea en la zona de la cadera

No existieron diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes valores

medianos de los aumentos relativos obtenidos entre alguno de los genotipos y las

diferentes agrupaciones genotipicas realizadas para los polimorfismos en estudio
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(Tabla 14). Asi y todo, para la agrupacion genotipica CT+TT y el genotipo CC del

polimorfismo C677T del gen de la MTHFR, las diferencias entre los aumentos

relativos rozaron la significacion estadistica (p = 0,0630). No se realizaron

agrupaciones para los genotipos de los polimorfismos A1298C de la MTHFR y Taq I,

Apa |, Bsm | y Fok | del VDR, vya que los aumentos relativos obtenidos fueron

similares para los genotipos en homocigosis (AAy CC; TT y tt; AAyaa,BBybby

FF y ff, respectivamente).

Ascenso relativo P Genotipo Ascenso relativo P
Polimorfismo | Genotipo (%) Kruskal aarupado agrupado (%) U-Mann
° -Wallis | 29"P grup ° Whitney
cC 5,88 (3,18 — 10,30)
Ce77T CT 3,13 (0,84 —8,42) 0,1654 C'E;;I'T ggg g?g : ?0522)) 0,0630
TT 2,27 (0,24 — 7,91) : : :
AA 5,24 (1,74 — 6,41)
A1298C AC 4,98 (0,98 — 9,82) 0,6332 - - -
CcC 5,17 (2,53 - 11,69)
TT 4,93 (0,26 — 8,82)
Tag | Tt 5,79 (2,49 -8,04) | 0,7852 - - -
q tt 3,24 (0,88 — 12,08)
AA 3,45 (1,40 — 6,44)
Apa | Aa 5,96 (2,92 -9,33) | 0,1357 - - -
aa 1,07 (-0,47 — 15,73)
BB 3,19 (0,97 — 6,10)
Bsm | Bb 6,64 (4,96 —9,07) 0,0879 - - -
bb 2,63 (0,14 — 8,31)
FF 7,62 (2,37 — 11,06)
Fok | Ff 3,24 (1,35 - 5,85) 0,0694 - - -
ff 5,94 (0,30 — 13,86)
SS
SS 5,77 (2,49 — 8,41)
Spl §§ - - Sstss | 4.87(1.74—6.84) | 28602
AA
AA+Aa 6,47 (2,74 — 9,03)
Alu ha - - aa 419 (1.45-5099) | 92235

Tabla 14. Valores medianos de los aumentos relativos obtenidos para la DMO en la zona de la
cadera de cada uno de los genotipos de los polimorfismos en estudio, asi como los valores
obtenidos para las diferentes combinaciones realizadas acomparfiados del intervalo de confianza

del 95 %.
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5.8 INTERACCION ENTRE LOS GENOTIPOS DE DIFERENTES
POLIMORFISMOS EN EL SEGUIMIENTO EVOLUTIVO DE LAS
CONCENTRACIONES DE LOS MARCADORES OSEQOS

Una vez conocida la evolucion de las concentraciones de los marcadores 0seos en
funcién de los diferentes genotipos de los polimorfismos estudiados, se pudieron
identificar tanto los genotipos como los alelos asociados a una mayor AUC, es decir
a una peor estabilizacion o mas lenta normalizacion de las concentraciones de
marcadores 0seos tras el tratamiento quirargico (alelos de peor evolucion).
Posteriormente, se estudié la influencia conjunta de estos alelos. Para ello, se
generd una nueva variable: el nimero de alelos de peor evolucion que porta cada
paciente. Esta nueva variable se clasific6 como: presencia de 2 6 menos alelos y
presencia de 3 6 4 alelos.

Previamente, se comprob0 si existia una asociacion entre los diferentes
polimorfismos genéticos en estudio, es decir, si sus distribuciones genotipicas no se
comportaban de manera independiente. Se encontraron las siguientes asociaciones

entre polimorfismos:

C677T del gen de la MTHFR con A1298C del gen de la MTHFR,

A1298C del gen de la MTHFR con Alu | del gen del CTR,

Bsm | del gen del VDR con Taq | del gen del VDR,

Bsm | del gen del VDR con Apa | del gen del VDR,

* Apaldel gendel VDR con Taq | del gen del VDR,

En todos estos casos, no se realizé el estudio de influencia conjunta de los alelos de

peor evolucioén.
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5.8.1 Fosfatasa alcalina

Los alelos identificados con una mas lenta estabilizacion de las concentraciones de
fosfatasa alcalina (mayores AUC) fueron: T para el polimorfismo C677T, A para el
polimorfismo A1298C, t para el polimorfismo Taq I, A para el polimorfismo Apa I, s
para el polimorfismo Sply A del polimorfismo Alu I.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las AUC entre los
portadores de mas de dos alelos de peor evolucion y los portadores de dos 0 menos
alelos de peor evolucién cuando, para un mismo paciente, se combinaron los alelos

de los polimorfismos C677T y Taq | y los polimorfismos C677T y Apa | (Tabla 15).
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Polimorfismos dAélTolg(S)r N°ddeepael(e)lros Area global U-MF;nn-
agrupados | oo peracion | recuperacion (ukat/L - mes) Whitney
C677T-Taq | T-t 22 gg:g gézg - gi:;g 0,0108
C677T-Apal T-A 22 gg:g gé:g - gi:;g 0,0179
C677T-Spl T-s Z 2 gg:g 88:2 - %:8 0,8325
C677T-Alu | T-A Z 2 gg:g Eié:g - gg:gg 0,1423
A1298C-Taq | At Z 2 gig 88:? - gi:gg 0,2609
A1298C-Apa | A-A Z g gié gg:g - Z:g 0,4010
A1298C-Sp1 A-s 22 2o \ioa _2e0) | 08325
Taq I-Spl t-s Z g gi:g gg:i - ggg 0,4854
Tag I-Alu | t-A Z g gi:g 88:8 - ggg; 0,1836
Apa I-Spl A-s Z g gi; 88:(2) - gg:g; 0,4854
Apa I-Alu | A-A Z g gg:g gg:i - gg:g; 0,2106
Spl-Alu | sA Z g g:g 88:2 - g?:g; 0,1877

Tabla 15. Valores medianos de las AUC para la fosfatasa alcalina tras la
combinacion de los diferentes alelos de los diferentes polimorfismos
acompanfados del intervalo de confianza del 95 %.

5.8.2 C-Telopéptido isomerizado del colageno detip ol

Los alelos identificados con una mas lenta estabilizacion de las concentraciones de
CTx (mayores AUC) fueron el: T para el polimorfismo C677T, A para el polimorfismo
A1298C, t para el polimorfismo Taqg I, A para el polimorfismo Apa I, f para el
polimorfismo Fok I, s para el polimorfismo Spl y A del polimorfismo Alu I.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las AUC entre los
portadores de mas de dos alelos de peor evolucion y los portadores de dos 0 menos
alelos de peor evolucion cuando, para un mismo paciente, se combinaron los alelos

de los polimorfismos A1298C y Fok | y los polimorfismos A1298C y Alu | (Tabla 16).
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Polimorfismos dAélTolg(S)r Noddeepaelglros Area global U-MF;nn-
agrupados recuperaciéon | recuperacion (Mg/L - mes) Whitney
C677T-Taq | T-t 22 Z:gi gig - Z:ggg 0,2701
C677T-Apa | T-A Z g Z:gg g:gg - ‘11,17’2)7 ) | 01927
C677T-Fok | T Z g g:gg 8:83 - 2’17"11)1) 0,0602
C677T-Spl T-s Z g g:ég 8:;3 - 2:22; 0,6682
C677T-Alu | T-A Z g 2:22 82; - g:gig 0,7998
A1298C-Taq| At 22 336 a0 oo | 01637
A1298C-Apa | A-A Z g g:;g g;g - g:ggg 0,1055
A1298C-Fok | At 22 S a6 255 _ase | 00172
A1298C-Sp1 A-s 22 328 (30 oo | 01972
A1298C-Alu | A-A Z g g:;g g;g - 2:223 0,0015
Taq I-Fok | tf Z g g:gg g:gg - 2:?;‘; 0,3239
Taq I-Spl t-s Z g g:gé g:gg - 2:?;‘; 0,2016
Taq I-Alu | t-A Z g g:;g ggg - 2128 0,1346
Apa I-FokK | Af Z g g:gg g:gg - 2:‘7‘2; 0,4263
Apa I-Sp1 A-s Z g jﬁg g:ég - g:i;g 0,4716
Apa I-Alu | A-A Z g g:ég g:gg - ggg 0,5006
Fok I-Sp1 f-s 22 395 o0s oo | 04138
Fok I-Alu | A 22 S aae | oosa
SpL-Alu | s-A 22 389 o0 oy | 08861

Tabla 16. Valores medianos de las AUC para el CTx tras la combinacién de los
diferentes alelos de los diferentes polimorfismos acompafiados del intervalo de
confianza del 95 %.
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5.8.3 Osteocalcina

Los alelos identificados con una mas lenta estabilizacion de las concentraciones de
osteocalcina (mayores AUC) fueron el: T para el polimorfismo C677T, A para el
polimorfismo A1298C, t para el polimorfismo Taq I, A para el polimorfismo Apa I, f
para el polimorfismo Fok I, s para el polimorfismo Sp1 y A del polimorfismo Alu I.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las AUC entre los
portadores de mas de dos alelos de peor evolucion y los portadores de dos 0 menos
alelos de peor evolucién cuando, para un mismo paciente, se combinaron los
polimorfismos C677T y Apa |, A1298C y Apa |, Taq | y Alu |l y Fok | y Alu | (Tabla

17).
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Polimorfismos dA;epE(S)r N°ddeepael(e)lros Area global U-MF;nn-
agrupados | o5 peracion | recuperacion (kgL - mes) Whitney
o | et | e | o
cormn | ta | 22| gstms et | oo
C677T-Fok | T 22 gfg:g 888:411 - ggi:g; 0,1296
e | v | 2| gesbmiien |
C677T-Alu | TA Z 2 283:2 ggg:g - ggg:gg 0,1012

A1298C-Taq | At g 2 g%:g ggé:g - gg%gg 0,1540

A1298C-Apa | A-A g 2 g%:g ggiﬁ - ‘31411(7):3 0,0315

A1298C-Fok | A 22 gigg ggé:j - ggg:g 0,0611
e | ws | 22| EEoEerEsl | o
v | w2t | SSE Y | o

|| 2| semecsis |
| o | 22| o309 | o
o | ai |2t | S8R | oo
e | we | 0| mmsen e o
| wn | 22| e | oy
s | e | 2| mSEec s | o
Fok I-Alu | A 22 S1ae ooa 1 _aees) | 0.054
o | en | 2| 3 d | o

Tabla 17. Valores medianos de las AUC para la osteocalcina tras la
combinacion de los diferentes alelos de los diferentes polimorfismos
acompanados del intervalo de confianza del 95 %.
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5.9 INTERACCION ENTRE LOS GENOTIPOS DE DIFERENTES
POLIMORFISMOS EN EL SEGUIMIENTO EVOLUTIVO DE LA
DENSIDAD MINERAL OSEA

Una vez conocida la evolucion del estado 6seo en funcion de los diferentes
genotipos de los polimorfismos estudiados, se pudieron identificar tanto los
genotipos como los alelos asociados a un menor ascenso relativo, es decir a un
peor estado Oseo tras el tratamiento quirdrgico (alelos de peor evolucion).
Posteriormente, se estudié la influencia conjunta de estos alelos. Para ello, se
generd una nueva variable: el nimero de alelos de peor evolucion que porta cada
paciente. Esta nueva variable se clasific6 como: presencia de 2 o menos alelos y
presencia de 3 o0 4 alelos.

Al igual que se indic6 en el apartado 5.8, para las parejas de polimorfismos C677T-
A1298C, A1298C-Alu |, Bsm I-Taq |, Bsm I-Apa | y Apa I-Taqg | se encontré una
asociacion entre ellos, por lo que no se realiz6 el estudio de influencia conjunta de

sus alelos de peor evolucion.

5.9.1 Densidad mineral 6sea en la zona de la column a lumbar

Los alelos identificados con una mas lenta evolucién del estado 6seo (menores
ascensos relativos) fueron el: T para el polimorfismo C677T, A para el polimorfismo
A1298C, t para el polimorfismo Taq |, a para el polimorfismo Apa I, B para el
polimorfismo Bsm |, S para el polimorfismo Spl y a del polimorfismo Alu I.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los ascensos relativos
entre los portadores de mas de dos alelos de peor evolucion y los portadores de dos
o0 menos alelos de peor evolucion cuando, para un mismo paciente, se combinaron

los polimorfismos C677T y Apa | (Tabla 18).
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Polimorfismos Alelos N° de alelos Ascenso relativo P
agrupados recﬂgtfrz(():irén recggtfrz(():irén (%) ijm;gr;
C677T-Apa | T-a g ; %3;377 (('??,'8;__81,%’3)6) 0,0211
C677T-Bsm | T-B g ; éigg gjig B ?:38 0,1251
C677T-Sp1 TS 22 5o 045805 | 03936
C677T-Alu | T-A Z 2 é:ii 8:83 B g:ggg 0,1034
A1298C-Apa | A-a g 2 é:gg ggf’é - ?bléé) 0,5023
A1298C-Bsm | A-B g g g:%g gég B 3133 0,7727
A1298C-Spl A-S 22 g:gg gg:;g : 3:83 0,9763
Apa I-Sp1 a-S Z g é:gi gg:g; - é%gf’) 0,7646
Apa I-Alu | a-a g g 15%71 (((_3,15';91—_18,,91;)) 0,9665
Bsm I-Sp1 B-S Z g 25’%‘;) (('g,'fg _‘é,‘;’g)l) 0,5497
Bsm I-Alu | B-a g g g:ég géé B g:ég 0,1913
Spl-Alu | Sa Z g i:gg %ég B g:ggg 0,5922

Tabla 18. Valores medianos de los ascensos relativos para la densidad mineral
Osea en la zona de la columna lumbar tras la combinacién de los diferentes
alelos de los diferentes polimorfismos acompafados del intervalo de confianza

del 95 %.

5.9.2 Densidad mineral 6sea en la zona de la cadera

Los alelos identificados con una mas lenta evolucién del estado 6seo (menores

ascensos relativos) fueron el: T para el polimorfismo C677T, t para el polimorfismo

Taq |, a para el polimorfismo Apa |, s para el polimorfismo Spl y a del polimorfismo

Alu I.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los ascensos relativos

entre los portadores de mas de dos alelos de peor evolucion y los portadores de dos
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o menos alelos de peor evolucion cuando, para un mismo paciente, se combinaron

los polimorfismos C677T y Alu | (Tabla 19).

. . Alelos N° de alelos . P
Polimorfismos Ascenso relativo
de peor de peor o U-Mann-
agrupados recuperacién | recuperacion (%) Whitney
] i >2 0,98 (-3,36 — 20,64)
C677T-Spl T-S <2 5.96 (2,77 — 9,55) 0,1841
- ; >2 2,69 (0,72 — 6,06)
C677T-Alu | T-a <2 713 (2.63 — 11,50) 0,0498
- . >2 3,13 (0,91 - 6,56)
SpL-Al Sa <2 7.62 (0,60 —10,14) | 02384

Tabla 19. Valores medianos de los ascensos relativos para la densidad mineral
0sea en la zona de la cadera tras la combinacion de los diferentes alelos de los
diferentes polimorfismos acompafiados del intervalo de confianza del 95 %.
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6 DISCUSION

En condiciones normales, la PTH realiza diversas funciones: 1) regula la formacion
O0sea mediante la estimulacion de la proliferacion de preosteoblastos, promoviendo la
diferenciacion de preosteoblastos y osteoblastos e inhibiendo la apoptosis
osteoblastica; 2) regula la resorcién Gsea favoreciendo la diferenciacion, el aumento
y la activacion de los osteoclastos, a través de los osteoblastos, mediante el sistema
RANK-RANKL-osteoprotegerina; y 3) regula el acoplamiento entre la formacion y
resorcion o0sea, permitiendo que el remodelado 6seo se realice de forma escalonada
y acoplada, de tal forma que la activaciéon y formacién de los osteoclastos preceda a

la proliferacion y la diferenciacion de los osteoblastos ©

. En estos procesos son
liberadas al torrente sanguineo diferentes moléculas (marcadores 06seos),
directamente relacionadas con el remodelado 6seo, que pueden ser susceptibles de
ser medidas y por consiguiente, ser utilizadas para conocer el estado del proceso de
remodelado éseo.

En el HPTP, el exceso de PTH produce una aceleracion del remodelado éseo dando
lugar a un desacoplamiento de los procesos de resorcion y formacion como
consecuencia de un aumento desproporcionado de la resorcién 6sea. Este hecho,
comporta una pérdida de masa 6Osea, principalmente cortical y un aumento en las
concentraciones de los marcadores 0seos. Tras erradicar la fuente causal de la
enfermedad (glandulas paratiroides), las concentraciones de PTH disminuyen y se
estabilizan produciendo una normalizacién del proceso de remodelado 6seo. Como

consecuencia de ello, a medio-largo plazo se produce una recuperacion de la masa

0sea, principalmente trabecular y una normalizacion de los marcadores 6seos.
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El hiperparatiroidismo primario (HPTP) es una enfermedad relativamente poco
comun, afecta con mas frecuencia a mujeres que a hombres, y aparece
preferentemente después de los 60 afios. Pese a ello, el HPTP es una enfermedad
endocrinolégica comun siendo la tercera enfermedad endocrina tras la diabetes y la
enfermedad tiroidea.

Desde los aflos 60 hasta la década actual, se han realizado diferentes estudios
epidemioldgicos relacionados con esta enfermedad con resultados contradictorios,
debido principalmente al area geografica estudiada y al tipo de poblacion
seleccionada (sexo, raza y edad).

En Estados Unidos (Rochester, Minnesota), entre los afios 1965 y 1974, por cada
100000 habitantes, la incidencia anual ajustada por edad fue de 9 para hombres y
21,4 para mujeres. Entre 1975 y 1982 fue de 41,3 para hombres y 118,6 para
mujeres, mientras que en el periodo comprendido entre 1983 y 1992 se produjo un
considerable descenso de la misma, alcanzando unos valores de 16,1 para hombres
y de 40,8 para mujeres. Por udltimo, entre 1993 y 2001, la incidencia sigui6
disminuyendo hasta alcanzar los valores de 13,8 y 28,4 para hombres y mujeres,
respectivamente > 7. El aumento de la incidencia observado entre los afios 1975 —
1982 pudo ser atribuido a la aparicion de los analizadores automaticos empleados
para medir las concentraciones de calcio y paratirina, y por consiguiente a poder
diagnosticar pacientes asintomaticos; mientras que el descenso de la misma a partir
de los afios 1983 — 1992, podria atribuirse al tratamiento hormonal sustitutivo en
mujeres postmenopausicas, a cambios en el habito dietético (ingesta de alimentos
ricos en calcio y vitamina D) o bien al consumo farmacolégico de calcio y vitamina

D.
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En Tromsg (Noruega), en los afios 1994 y 1995, la prevalencia del HPTP oscilo, en
funcién de la edad, entre el 0,12 % (25 — 29 afos) y el 0,95 % (70 — 75 afos) en los
hombres y entre el 0,06 % (25 — 29 afios) y 1,75 % (70 — 75 afos) en las mujeres
(117).

En otra poblacion europea (Verona, lItalia), entre los afios 2001 y 2002, la
prevalencia del HPTP corregida por edad y sexo fue del 0,3 %, mientras que en
mujeres con edades comprendidas entre los 55 y 75, ésta fue del 2,1 % (¥,

A raiz de estos estudios, podemos afirmar que la incidencia del HPTP es mayor en
mujeres que en hombres y mayor en personas con edades avanzadas. En nuestro
estudio, el grupo de HPTP estaba formado por 75 pacientes de los cuales 58 (77 %)
eran mujeres y cuyo intervalo de edad mas frecuente de presentacion, fue de 57 y
87 afnos (82 %). El 33 % de los pacientes fueron hombres y la incidencia de la
enfermedad fue mayor en edades comprendidas entre los 53 y 86 afos. Nuestros
resultados reflejan y confirman la mayor incidencia de la enfermedad en el sexo

femenino por un lado, y por otro, que la enfermedad presenta un mayor numero de

casos en personas con edades superiores a los 50 afos.

En época pasada, el HPTP era diagnosticado unicamente mediante la aparicién de
alguna o varias manifestaciones clinicas como la formacion de calculos renales,
nefrocalcinosis, debilidad muscular, osteopenia u osteoporosis, diferentes grados de
disfuncion renal, osteitis fifrosa quistica, hipertensién arterial, sintomas depresivos,
debilidad muscular severa, delirio y coma. Tras la introduccién de los analizadores
automaticos en 1970, la hipercalcemia se detectdé con mas frecuencia y la
prevalencia e incidencia del HPTP aumentaron mas de lo que previamente se habia
estimado, ya que permitian diagnosticar a pacientes con menos sintomas o incluso

asintomaticos. Este hecho condujo a que, en 1990, el National Institutes of Health
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(NIH) promoviera una conferencia sobre el diagnéstico y manejo del
hiperparatiroidismo primario asintomético, cuya guia de préctica clinica fue utilizada
hasta el afio 2002. Debido a los recientes avances en el diagnostico de HPTP, en las
técnicas de imagen, en la aproximacion quirdrgica del proceso y en los progresos en
el tratamiento médico, el NIH, la American Society for Bone and Mineral Research
(ASBMR) y la Endocrine Society publicaron un nuevo documento donde se
reevaluaron los criterios diagndésticos del HPTP, los criterios de cirugia, el
tratamiento médico especifico, la monitorizacion de los pacientes no intervenidos, las
posibilidades de la cirugia minimamente invasiva, el papel y las limitaciones de las
técnicas de imagen, y los retos de investigacion para la préxima década.

En la actualidad, el diagnostico definitivo del HPTP se establece mediante la
observacién de una hipercalcemia asociada a concentraciones plasmaticas de PTH
por encima del intervalo de referencia, incluso en estadios asintomaticos. Ademas,
es conocido que el HPTP, aparte de cursar con concentraciones elevadas
mantenidas de calcio y paratirina (PTH), presenta concentraciones disminuidas o

D (L 7679)

normales de fosfato y 25-hidroxi vitamina y concentraciones elevadas de

diferentes marcadores 6seos como la fosfatasa alcalina, el C-Telopéptido
isomerizado del colageno de tipo | (CTx) y la osteocalcina ¢ 67,

En el estudio de nuestros pacientes, las concentraciones medias de calcio, PTH,
fosfatasa alcalina y osteocalcina también se encontraron aumentadas. Las
concentraciones medias de fosfato fueron cercanas al limite inferior del intervalo de
referencia, las concentraciones de CTx cercanas al limite superior del intervalo de
referencia y las concentraciones medias de 25-hidroxi vitamina D normales.

Por otro lado, la afectacion 6sea en el HPTP ha sido reconocida desde que por

primera vez fue descrita la enfermedad, siendo una de sus principales
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manifestaciones clinicas. Clinico-radiolégicamente se aprecian tres formas de
afectacion 6sea en el HPTP: la osteitis fibrosa, la osteoporosis y la osteosclerosis.
Aunque muchos enfermos con HPTP tienen alteraciones histolégicas en hueso, en
pocos de ellos se manifiestan clinicamente de forma aparente por lo que las
alteraciones esqueléticas del HPTP suelen ser subclinicas y s6lo detectables en la
biopsia 6sea. Las anomalias suelen detectarse también radiolégicamente por
fracturas, osteopenia u osteoporosis, osteosclerosis, pérdida de la lamina dura
dentaria y lesiones quisticas en el esqueleto. Por consiguiente, la mayoria de
enfermos con HPTP suelen presentar osteopenia u osteoporosis difusa o vertebral
80-86)'

La disminucion de la densidad mineral 6sea (DMO) es una complicacién conocida en
el HPTP y suele ser asintomatica durante un gran periodo de tiempo hasta que
aparece la fractura, por lo que la medida de la masa Gsea esta indicada en la
evaluacion inicial del enfermo con HPTP, adn asintdmatico, ya que en los pacientes
con HPTP se pierde hueso a diferente velocidad en diversas zonas del esqueleto,
por lo que la medida de la masa 6sea en un hueso no predice su pérdida a otro nivel
(80—86).

Desde la introduccién de las técnicas densitométricas, diversos estudios han
demostrado la existencia de una pérdida de DMO en pacientes con HPTP cuando se
comparan con un grupo similar en edad y sexo, y que esta pérdida 6ésea no es
homogénea en todo el esqueleto 4 92101, 118-127)

En nuestro estudio la presencia de osteoporosis (T-Score < -2,5) se presentd en el
18,6 % (DMO de cadera) y en el 27,9 % (DMO columna lumbar) de los pacientes. Un

65,1 % (DMO cadera) y un 58,1 % (DMO columna lumbar) presentaron osteopenia
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(T-Score entre -1y -2,5) y s6lo un 16,3 % (DMO cadera) y un 14,0 % (DMO columna
lumbar) presentaron una masa 0sea normal (T-Score + 1).

La deteccidbn de este grupo de pacientes osteopénicos y osteoporoéticos se
corresponde con los estudios que indican la existencia de manifestaciones 6seas en
pacientes con hiperparatiroidismo primario.

Existen numerosos estudios que dedican su atencién a medir la masa ésea en
enfermos con HPTP, con el objeto de esclarecer cudl es el tipo de hueso o region
esquelética que se afecta mas en esta enfermedad, cual es la velocidad y significado
de esta pérdida O6sea y si de alguna manera ello es relevante para tomar una
decision sobre el tratamiento quirtrgico &4 92101, 118-127)

En relacion con el tipo de hueso afectado, la mayoria de los autores han evidenciado
una mayor pérdida de hueso cortical, que es predominante en el esqueleto periférico

(91, 95, 96, 98, 118, 121, 122)  5on menos los estudios de la DMO del esqueleto axial,

formado principalmente por hueso trabecular, realizado en pacientes con HPTP ©298

118122) ' Algunos autores sostienen que el exceso de PTH afecta en mayor grado a
las regiones con hueso trabecular ©” 2. Los hallazgos no son uniformes, ya que

| (91, 121, 122)

también se ha descrito escasa afectacion a este nive . Otros autores

observaron que la afectacién dsea trabecular fue mas intensa que la cortical 8129,
Por el contrario, otros estudios encuentran igual pérdida en ambos tipos de hueso
(123) Estas diferencias se han atribuido a las técnicas utilizadas, absorciometria de
un fotén (SPA) y absorciometria de doble foton (DPA) para medir la DMO, por lo que
se ha recomendado la absorciometria dual de rayos X (DXA) por su mayor precision

y reproducibilidad.
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Estudios histomorfométricos de tejido 6seo en HPTP muestran un aumento del

I (124, 125)

remodelado 6seo, con pérdida de hueso cortica , Y conservacion del volumen

del hueso trabecular % 124-125),

Recientes estudios han encontrado que el volumen del hueso trabecular esta
aumentado en el HPTP en comparacién con sujetos normales % %0 sugiriendo que
los niveles elevados de PTH enddgena ejercen una accion dual sobre el hueso: tiene
lugar una mayor pérdida del hueso cortical (efecto catabdlico) y una conservacion
del hueso trabecular (efecto anabdlico). Estos autores han propuesto que un
aumento en la actividad y la vida media del osteoblasto mantiene intacta la
estructura del hueso, por lo que en el HPTP leve se aprecia un efecto protector
sobre el hueso trabecular.

El tipo de hueso predominante en la columna lumbar es el trabecular, mientras que
en la cadera existe tanto hueso cortical como trabecular. En nuestro grupo de
pacientes, tras la correspondiente medicion de la DMO, se observo una proporcion
similar de pacientes osteopénicos y osteoporéticos en ambas localizaciones
densitométricas. Este hecho podria indicar que ha existido una pérdida de hueso

trabecular y cortical, sin poder afirmar si el grado de afectacién ha sido mayor en uno

u otro tipo 6seo.

Actualmente, tal y como se ha comentado, es conocida la presencia de receptores
de paratirina y receptores de la proteina relacionada con la paratirina (PTHrp) en los

osteoblastos €7 &8

gue justifican los procesos de formacion, mientras que los
procesos de resorcion son justificados mediante los efectos de la PTH sobre los
osteoclastos mediada por los osteoblastos a partir del sistema RANK-RANKL-

osteoprotegerina ®® 8. Diversos estudios, basados en analisis histomorfométricos y

biopsias 0seas, demostraron que pacientes con HPTP muestran un aumento de la
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masa 0sea Yy solo cuando la PTH actia durante mucho tiempo sobre la unidad de
remodelado 6seo, se produce un desacoplamiento de esta unidad y una
desmineralizacién 6sea ®* % %9,

En el HPTP leve, el ciclo de remodelacion, la frecuencia de activacion y la tasa de
formacion O0sea estan aumentadas, tanto en el hueso cortical como en el trabecular.
La profundidad de la resorcion 0sea mediada por osteoclastos, sin embargo, esta
aumentada solamente en las superficies endocorticales del hueso. El resultado neto
del doble efecto de la PTH en los diferentes compartimentos esqueléticos es de
esperar que dé como resultado una pérdida de hueso cortical, con mantenimiento o
incluso un aumento en el hueso trabecular ®* %29,

En nuestro grupo de pacientes, se observo una correlacion negativa entre las DMO
(tanto de cadera como de columna lumbar) antes de la paratiroidectomia y las
concentraciones preoperatorias de paratirina, siendo estadisticamente significativa
en el caso de la DMO de cadera. Concentraciones elevadas y mantenidas de PTH
(habituales en el HPTP) explicarian la pérdida de masa O6sea a nivel del hueso
trabecular (la zona lumbar esta mayoritariamente formada por hueso trabecular). Por
otro lado, concentraciones elevadas y mantenidas de PTH explicarian la pérdida de
masa del hueso trabecular y cortical (la zona de la cadera esta formada por ambos
tipos de hueso). Conociendo el grado de pérdida de hueso trabecular gracias a la
DMO en la zona de la columna lumbar, el grado de pérdida 0sea cortical y trabecular
gracias a la DMO en la zona de la cadera y que en la zona de la cadera se observo
una mayor pérdida de masa Osea, podemos afirmar que en nuestro grupo de
pacientes, el exceso de PTH di6 como resultado una mayor pérdida de hueso

cortical.
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Si el diagnéstico del HPTP ha sido establecido, el tratamiento de eleccion es la
exploracién quirargica y extirpacion de las glandulas paratiroides afectadas. Tras la
realizacion de la paratiroidectomia, y pese a la existencia de indicadores del éxito de
la paratiroidectomia como la medicion perioperatoria de las concentraciones de PTH,
debe realizarse un seguimiento de los pacientes afectos de HPTP que han sido
sometidos a este tipo de cirugia, para poder valorar las caracteristicas del
remodelado 6seo en relacion con la actividad de la enfermedad y monitorizar la
evolucion de la enfermedad tras el tratamiento ©% 1°% 193 para ello, es (til estudiar
diversas magnitudes bioldgicas relacionadas con el hueso en diferentes momentos

postquirdrgicos Gt 77 79 9. 98) 55 como la evolucién de la masa 6sea ("¢ %599,

Tal y como indican diversos estudios, después de la realizacion de una
paratiroidectomia, la concentracién de paratirina disminuye (es el objetivo quirdrgico
inmediato). Consecuencia directa de la extirpacion de las glandulas paratiroides, y
por consiguiente de la normalizacibn de las concentraciones de paratirina, la
concentracion de calcio disminuye, mientras que las concentraciones de fosfato y
25-hidroxi vitamina D, aumentan & 79 95 96. 99-101)

En el estudio de nuestros pacientes, la cirugia indujo una marcada disminucién de
las concentraciones de calcio y paratirina, aumentos considerables en las
concentraciones de fosfato y aumentos moderados en las concentraciones de 25-
Hidroxi-vitamina D.

El porcentaje de descenso o aumento varia en funcién de la magnitud estudiada y
del periodo estudiado. En términos generales, el mayor descenso o aumento se da
entre los meses previos a la intervencion y los dias posteriores a la realizacion de la

cirugia ©®®. Por otro lado, las magnitudes analizadas se estabilizan en los meses

posteriores .
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En el estudio de nuestros pacientes, se produjo una situacion similar a la descrita en
la bibliografia. En todos los casos, los mayores aumentos o descensos fueron
estadisticamente significativos y tuvieron lugar en estos periodos. Este hecho no es
de extrafar si se tiene en cuenta que se erradica la fuente de la enfermedad
estudiada: exéresis parcial o total de las glandulas paratiroides, provocando una
disminucion de las concentraciones de paratirina, principal hormona reguladora del
metabolismo fosfocalcico. Ademas, todas estas magnitudes biologicas se
estabilizaron a partir del tercer mes posterior a la intervencion como consecuencia

de la recuperacion de las glandulas paratiroides.

Por otro lado, después de una cirugia paratiroidea se normaliza el proceso de
remodelado éseo por lo que las concentraciones de los marcadores 0seos

disminuyen estabilizandose a partir del sexto mes posterior a la cirugia % 79 95 9. 9-

191 " E| porcentaje de descenso varia en funcién del tipo de marcador éseo y del
periodo estudiado ©©.

En nuestros pacientes, las concentraciones de fosfatasa alcalina no dejaron de
disminuir hasta el sexto mes posterior a la intervencion, momento a partir del cual,
éstas se estabilizaron. Hasta llegar a este periodo, se observaron descensos
consecutivos constantes. Este descenso paulatino podria explicarse atendiendo al
estrés quirargico y a la normalizacion a medio plazo del sistema de remodelado 6seo
(%)

Por el contrario, en el caso del CTx, el mayor descenso se produjo entre los meses
previos a la intervencion y los dias posteriores a la realizacion de la cirugia. A partir

de este instante, las concentraciones de CTx permanecieron constantes. Este hecho

se explicaria por la inmediata detencion de los procesos resortivos del tejido 6seo,
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principalmente del maduro, como consecuencia de la accion inmediata pero indirecta
de la PTH sobre el osteoclasto .

La evolucion de las concentraciones de osteocalcina fue similar a la encontrada para
la fosfatasa alcalina, observandose un minimo descenso entre los meses previos y
los dias posteriores a la paratiroidectomia. Este comportamiento, observado por

otros autores ©& 102 104)

, podria explicarse atendiendo a que tiene lugar una
estabilizacion del proceso de remodelado 6seo: en los dias posteriores a la
intervencién quirargica se liberaria OC desde la matriz ésea hacia la sangre en el

proceso de resorcion 6sea %% %9 y en los meses posteriores, la OC procederia

principalmente de la sintesis osteoblastica en el proceso de formacion osea.

En general, se acepta que la cirugia del HPTP produce una mejoria de la masa
0sea; sin embargo, aunque algunos estudios han descrito un incremento en la DMO
después de la intervencidn quirdrgica, otros no encuentran cambios, e incluso
algunos describen una reduccion en la DMO tras la cirugia ©®. Estas discrepancias
podrian ser debidas al periodo postoperatorio estudiado (6 meses, al afio, a los 2, 3,
10 y 15 afos), a la edad, sexo y raza de la poblacién escogida, a la zona dsea
estudiada (columna lumbar, cadera, cuello de fémur, radio) o bien, como se comentoé
anteriormente, al principio de medida empleado para determinar la DMO. Por otra
parte, diferentes estudios describen que, en pacientes con HPTP no sometidos a
cirugia paratiroidea, mas del 25 % mostraron una progresiva pérdida de masa 6sea
a lo largo de los afios: en los primeros afios la pérdida de masa es practicamente
imperceptible, mientras que a los 10 y 15 afos la reduccion de masa Osea es
considerable 2" 28 Este hecho pone de manifiesto el efecto positivo de la

paratiroidectomia sobre la ganancia de masa 0sea.
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A diferencia de lo que ocurria en relacion al tipo de hueso afectado en el HPTP
(cortical o trabecular), la mayoria de estudios consultados indican que después del
tratamiento quirargico del hiperparatiroidismo primario, la masa ésea aumenta en el

hueso trabecular y disminuye o permace inalterada en el hueso cortical ©¢ 9 105-108

127,128 En estos estudios, los porcentajes de ascenso de la DMO al afio de la
realizacion de la intervencién quirargica oscilaron entre el 0,4 % y 4,16 % para
columna lumbar y entre el 0,2 % y 2,61 % para cadera.

En nuestro estudio, después de trascurrir un afio desde la realizacion de la
paratiroidectomia, la densidad mineral ésea en la columna lumbar y cadera aumento
significativamente respecto a la situacion basal en un 4,9 % y 5,0 %, repectivamente.
Puesto que en la zona de la columna lumbar existe una mayor presencia de hueso
trabecular y en la zona de la cadera existen lugares con hueso cortical y trabecular, y
dado que el porcentaje de aumento de las DMO en ambas localizaciones es similar,
podemos deducir que en nuestro grupo de pacientes el efecto de la cirugia

paratiroidea di6é lugar a un mayor aumento de masa trabecular y no vario la masa

Osea cortical.

Como se ha comentado anteriormente, tras la realizacion de la paratiroidectomia, las
concentraciones de PTH se estabilizan dentro del intervalo de referencia, y por
consiguiente es de esperar que, a plazo medio, los procesos de resorcion y
formacion controlados por la PTH se normalicen, al igual que el equilibrio existente
entre ambos. Este hecho provocaria, por un lado, que la masa 6sea aumentase 0
bien que se mantuviera (dependeria del tipo de hueso), y por otro, que las
concentraciones de los marcadores 0seos se normalizasen. Diferentes estudios han
observado una correlacion entre las concentraciones de marcadores 6seos y la

masa 6sea medida mediante técnicas histomorfométricas y densitométricas ¢ %%,
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Conociendo esta relacion, y para poder valorar la evolucién del estado 0seo tras la
cirugia paratiroidea, seria interesante poder relacionar las concentraciones de PTH y
de diferentes marcadores 6seos, en diferentes momentos pre y post quirdrgicos, con

los cambios en la masa 0sea producidos tras la paratiroidectomia.

Se han realizado diversos estudios sobre la capacidad de diversas magnitudes
bioldgicas para identificar a los pacientes con HPTP que presentarian una mejor
respuesta a la paratiroidectomia (valorada segun la ganancia de masa 6sea) /* %
190 Estos estudios estan basados en andlisis de correlacion entre las
concentraciones preoperatorias tanto de PTH como de diferentes marcadores dseos
y porcentaje de cambio de la DMO en la columna lumbar. En ellos se ha observado
una correlacion positiva entre las concentraciones preoperatorias de PTH, fosfatasa
alcalina y osteocalcina y el incremento de DMO en columna lumbar ® 9 100 Ep
nuestro caso, también encontramos esta correlacion para las concentraciones

preoperatorias de PTH y fosfatasa alcalina en las zonas de la columna lumbar y

cadera.

Estos resultados nos indican que, a mayores concentraciones preoperatorias de
PTH y fosfatasa alcalina (ALP) existirh una mayor recuperacion de la masa 6sea tras
la realizacion de la cirugia paratiroidea y viceversa. Por consiguiente, las
concentraciones preoperatorias de PTH y ALP podrian ser de utilidad para valorar
cambios en la DMO a los (12 — 18) meses posteriores a la intervencion, es decir, la
respuesta a largo plazo al tratamiento del HPTP.

Para valorar como influia en el estado 6seo el cambio en las concentraciones de
PTH y de marcadores 0seos, en diferentes momentos posteriores a la cirugia, se

correlacionaron los incrementos (ascensos relativos) de la DMO en columna lumbar
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y cadera con las disminuciones de las concentraciones de PTH y los diferentes
marcadores 0seos.

Se observé una correlacién positiva entre los incrementos de DMO en columna
lumbar y cadera con las disminuciones de las concentraciones de PTHy CTx a los 3,
6 y (12 — 18) meses posteriores a la intervencién, y con las disminuciones de las
concentraciones de osteocalcina a los 6 y (12 — 18) meses posteriores a la
paratiroidectomia. En el caso de la fosfatasa alcalina, se observd una correlacion
positiva entre los incrementos de DMO en columna lumbar y las disminuciones de
sus concentraciones al dia siguiente de la intervencion, a los 3 y a los 6 meses
posteriores a la cirugia, mientras que para los incrementos de DMO en la cadera,
esta correlacion se observé con las disminuciones a los 3, 6 y (12 — 18) meses
posteriores a la paratiroidectomia. Las correlaciones entre la disminucién de las
concentraciones de PTH y CTx (en el dia después de la intervencion quirurgica) y
los incrementos de DMO de columna lumbar y cadera, respectivamente, rozaron la
significacion estadistica.

Estos resultados nos indican que cuanto mayores sean las disminuciones de las
concentraciones de PTH, fosfatasa alcalina (ALP), CTx y osteocalcina (OC) tras la
paratiroidectomia, mayor sera la recuperacion de la masa o6sea. Por ello, las
concentraciones de PTH, ALP, CTx y OC, en diferentes momentos postquirdrgicos
respecto a la situcién basal de las mismas, podrian ser empleadas para valorar
cambios en la DMO tras la cirugia paratiroidea. Concretamente, las concentraciones
de ALP podrian utilizarse en todos los momentos postquirdrgicos, las
concentraciones de PTHy CTx a los 3, 6 y (12 — 18) meses y las concentraciones de
OC deberian emplearse a partir del sexto mes posterior a la cirugia. La utilizacion de

estos marcadores en los diferentes momentos descritos se corresponde, en todo
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momento, con la evolucion del estado 6seo (si los procesos que predominan son de
resorcidon o de formacién) y con el tipo de hueso que se recupera tras la cirugia
(trabecular).

Todos estos resultados apoyan la utilidad de la medicién, en la préactica clinica, de
estas magnitudes bioldgicas ya que sus concentraciones, en diferentes momentos,
podrian ayudar a valorar la respuesta de la masa 6sea durante todo el proceso

evolutivo de los pacientes sometidos a paratiroidectomia.

La identificacion de nuevos genes o bien el conocimiento de nuevas funciones de
genes ya conocidos, puede ser de utilidad para entender la afectacion 6sea debida
al HPTP y la evoluciébn de la misma tras la paratiroidectomia. Por orto lado,
diferentes factores ambientales pueden modificar notablemente el efecto de los
factores genéticos sobre el hueso. Entre ellos cabe pensar, por ejemplo, en la dieta,
el ejercicio y la exposicion al sol.

La enfermedad 6sea es multifactorial y multigénica. Asi, los factores de riesgo de
tipo genético esto es, ciertos alelos o variantes geénicas, seran transmitidos de
generacion en generacion, pero su expresion fenotipica dependera de la interaccion
con otros genes y con factores ambientales.

Por ello, puede resultar de utilidad llevar a cabo estudios de asociacion de diversos
polimorfismos genéticos relacionados con el hueso con la DMO y con diferentes
marcadores 0seos ya que permitirian poder profundizar en los mecanismos del
HPTP, ayudar a valorar la respuesta al tratamiento y a la identificacion de pacientes
que fueran mas proclives a desarrollar una afectacién 6sea debida al HPTP.

Son escasos los estudios que hacen referencia a las distribuciones o frecuencias
genotipicas de diferentes polimorfismos genéticos relacionados con el hueso en

pacientes afectos de HPTP, siendo los distintos polimorfismos del gen del VDR los
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mas estudiados. Para los polimorfismos Bsm |, Apa |, Taq | y Fok I, las frecuencias
genotipicas, ordenadas de mayor a menor, corresponden a los genotipos bb > Bb >
BB, Aa>AA>aa, TT > Tt>tt y Ff > FF > ff, respectivamente “**'% por otro lado,
las frecuencias de los alelos mayoritarios son: b (69 %), a (59 %), T (69 %) y F (91
%) %91 En nuestro caso, las frecuencias genotipicas y alélicas observadas no
coincidieron con las obtenidas en la bibliografia debido, posiblemente, a las

caracteristicas de la poblacion estudiada (sexo, edad y raza).

En la bibliografia no estan descritos estudios evolutivos, en pacientes con HPTP
sometidos a cirugia paratiroidea, que asocien las concentraciones de marcadores
0seos con diversos genotipos de polimorfismos genéticos relacionados con el
hueso. Unicamente esta descrito un nimero reducido de estudios descriptivos en
pacientes sanos que asocian las concentraciones de diferentes marcadores 0seos
en diferentes momentos con algunos polimorfismos genéticos de determinados
genes relacionados con el hueso.

Pese a ser estudios claramente diferenciados, todos presentan una caracteristica en
comun: observar la relacion existente entre diversos polimorfismos genéticos
relacionados con el hueso y el estado 6seo en momentos determinados.

En individuos europeos sanos de raza blanca, las mayores concentraciones de
osteocalcina se observan para los genotipos BB 2, aAa 112 ¢ 13y ¢ (13) ge |os
polimorfismos Bsm I, Apa |, Tag | y Fok | del gen del VDR, respectivamente. En
mujeres europeas premenopausicas de raza blanca, las concentraciones de CTx
son mayores para los genotipos SS del gen del COL1A1 ™% mientras que para los
polimorfismos Fok | y Bsm | no parece haber asociacién con las concentraciones de

diferentes marcadores 6seos '* 119 | os pacientes que presenten estos genotipos
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tendran una masa OGsea menor y por consiguiente, mayor riesgo de padecer
osteopenia u osteoporosis a lo largo de la vida 2119,

En nuestro caso, las mayores areas bajo la curva de los marcadores 6seos (mas
lenta normalizacion de sus concentraciones) se observaron para el genotipo TT del
polimorfismo C677T (MTHFR) en el caso de la fosfatasa alcalina, el genotipo AA del
polimorfismo A1298C (MTHFR) para el CTx y el genotipo tt del polimorfismo Taq |
(VDR) para la osteocalcina. Estos resultados nos indicarian que los pacientes que
presentasen estos polimorfismos podrian tener una peor evolucion del estado éseo
tras la cirugia paratiroidea.

Por otra parte, parece existir una participacion activa del gen de la MTHFR en la
evolucion del estado 6seo tras la paratiroidectomia. Esta participacion no es de
extrafiar, si tenemos en cuenta que este gen contiene la informacion codificada
necesaria para la sintesis de la enzima 5,10-metilentetrahidrofolato-reductasa
(MTHFR), que ésta es una enzima que cataliza el paso de 5-metiltetrahidrofolato, en
presencia de NAD" o NADP*, a 5,10-metilentetrahidrofolato, molécula que tiene
como principal funcion ser dadora de grupos monocarbonados (principalmente
grupos metilo) y que en los procesos de remodelado 0seo se sintetizan moléculas
donde son necesarios multiples procesos de metilacion y remetilacion. La presencia
de los alelos T (variante minoritaria) del polimorfismo C677T y A (variante
mayoritaria) del polimorfismo A1298C, tanto en homocigosis como en heterocigosis,
produciria una pérdida de funcionalidad de la enzima debido a un aumento de la
termolabilidad de la misma, viéndose afectados los procesos de metilizacion o
remetilizacion y por consiguiente, los mecanismos de recuperacion del hueso.

Para el resto de los genotipos de cada polimorfismo, pese a no observarse una

asociacion significativa con las areas bajo la curva de los marcadores 6seos, podria

135



Discusion

ser de utilidad conocer cuales de ellos presentan mayores areas bajo la curva y
poder conocer asi, el posible efecto desfavorable que se ejerceria en el hueso tras
la paratiroidectomia. Asi, basandonos en nuestros resultados, los pacientes que
presenten los genotipos TT del polimorfismo C677T (MTHFR), AA del polimorfismo
A1298C (MTHFR), tt del polimorfismo Taq | (VDR), AA del polimorfismo Apa |
(VDR), los portadores del alelo s del polimorfismo Spl (COL1Al) y los portadores
del alelo A del polimorfismo Alu | (CR) podrian tener una peor evolucién del estado
0seo tras la cirugia paratiroidea.

Basandonos también en nuestros datos, se puede sugerir que existen determinadas
variantes alélicas que podrian estar asociadas a una peor evolucion del estado 6seo
tras la paratiroidectomia. Asi, se podria deducir que la presencia de los alelos T del
polimorfismo C677T, A del polimorfismo A1298C, t del polimorfismo Taq I, A del
polimorfismo Apa I, s para el polimorfismo Spl y A para el polimorfismo Alu I
tendrian un efecto desfavorable en la evolucion 0sea tras la paratiroidectomia.

Para los polimorfismos Bsm | y Fok | del gen del VDR, los genotipos y alelos de peor
evolucion dependieron del marcador 6seo estudiado y por consiguiente no fueron

considerados.

Habiendo detectado grosso modo los alelos sospechosos de desfavorecer la
mejoria del hueso tras la paratiroidectomia, y teniendo en cuenta que la enfermedad
O0sea es multigénica, nuestro siguiente paso fue estudiar si la interaccion entre estos
alelos de diferentes polimorfismos podia influir conjuntamente sobre el estado 6seo
(observado en funcion de las AUC de los marcadores 6seos), de manera que se
incrementase el efecto al aumentar el nimero de alelos de peor evolucion que
presentaban los pacientes. Asi, segun nuestros resultados, los portadores de 3 6 4

alelos de peor evolucion cuando se combinan los polimorfismos C677T y Apa |,
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C677T y Taq | (para la fosfatasa alcalina), A1298C y Alu | (para el CTX), C677T y
Apa |, A1298C y Apa | y C677T y Alu | (osteocalcina) indicarian una peor evolucion

del estado 6seo tras la paratiroidectomia.

Genotipos
Polimorfismo combinados Marcador éseo donde
agrupados de peor se ha observado
evolucién
TTAA
C677T-Apa | TTAa
CTAA
TTtt
C677T-Taq | TTTt Fosfatasa alcalina
CTtt
TTAA
C677T-Alu | TTAa Osteocalcina
CTAA
AAAA
A1298C-Apa | AAAa Osteocalcina
ACAA
AAAA
A1298C-Alu | AAAa CTx
ACAA

Fosfatasa alcalina
Osteocalcina

Tabla 20. Genotipos combinados de peor evolucion

de diferentes polimorfismos que pueden influir sobre el

estado 6seo (en funcion de las AUC de los distintos

marcadores 6seos) tras la cirugia paratiroidea.
Al igual que ocurria con los marcadores 0seos, en la bibliografia no estan descritos
estudios evolutivos de la densidad mineral O0sea segun los genotipos de
polimorfismos de determinados genes relacionados con el hueso en pacientes con
HPTP sometidos a cirugia paratiroidea. Existe un elevado numero de estudios
descriptivos o de asociacion entre la densidad mineral 6sea, medida en momentos
puntuales, y algunos polimorfismos de determinados genes relacionados con el
hueso, en pacientes sanos y en pacientes que padecen osteoporosis. Cabe

destacar que en la mayoria de ellos, no se han observado diferencias significativas

entre la DMO en la zona lumbar y cadera en funcion de los genotipos de los
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polimorfismos Bsm I, Apa |, Taq | y Fok | del gen del VDR y Sp1 del COL1A1® 14
116).

En nuestro caso, no se realizaron estudios descriptivos o0 de asociacion como los
comentados anteriormente, sino un estudio asociativo basado en el seguimiento
evolutivo de la densidad mineral 6sea (aumento relativo) en la zona lumbar y en la
cadera, en funciéon de los genotipos de polimorfismos de determinados genes
relacionados con el hueso en pacientes con HPTP sometidos a cirugia paratiroidea,
sin obtenerse asociacion alguna.

Pese a no haberse observado una asociacion significativa entre los ascensos en la
DMO vy los diferentes genotipos de un mismo polimorfismo, podia ser de utilidad
conocer cuales de ellos presentan menores ascensos y tener asi una orientacion
sobre el posible efecto desfavorable que se ejerceria en el estado 6seo tras la
paratiroidectomia. Asi, basandonos en nuestros resultados, los pacientes portadores
del alelo T del polimorfismo C677T (MTHFR) y los genotipos tt del polimorfismo Taq
I (VDR), aa del polimorfismo Apa | (VDR), bb del polimorfismo Bsm | (VDR) y los
portadores del alelo a del polimorfismo Alu | (CR) podrian tener una peor evoluciéon
del estado Oseo tras la cirugia paratiroidea.

Si realizamos las mismas consideraciones anteriormente citadas, en funcion de los
alelos de cada polimorfismo (alelos de peor evolucion), podriamos afirmar que la
presencia de los alelos T del polimorfismo C677T, t del polimorfismo Taq |, a del
polimorfismo Apa |, b del polimorfismo Bsm | y a para el polimorfismo Alu | tendria
un efecto desfavorable en el estado 6seo tras la paratiroidectomia.

Para los polimorfismos A1298C del gen de la MTHFR, Spl del gen del COL1Al y

Fok | del gen del VDR, los genotipos y alelos de peor evolucién dependieron de si la
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DMO se midi6é en la zona de la cadera o en la columna lumbar y por consiguiente,

no fueron considerados.

De la misma manera que se coment6 anteriormente, la interaccion entre alelos de
diferentes polimorfismos podria influir conjuntamente sobre el estado 6seo
(observado en funcién de los menores descensos en la DMO), incrementandose el
efecto al aumentar el numero de alelos de peor evolucion. Asi, segun nuestros
resultados, los portadores de 3 6 4 alelos de peor evolucion cuando se combinan los
polimorfismos C677T y Apa | (columna lumbar) y C677T y Alu | (cadera) indicarian

una peor evolucion del estado 6seo tras la paratiroidectomia.

Genotipos
Polimorfismo combinados | Zona G6sea donde se ha
agrupados de peor observado
evolucion
TTaa
C677T-Apall TTAa Lumbar
CTaa
TTaa
C677T-Alu | TTAa Cadera
CTaa

Tabla 21. Genotipos combinados de peor evolucién
de diferentes polimorfismos que pueden influir sobre el
estado 6seo (en funcion de DMO) tras la cirugia
paratiroidea.

Tal y como se ha comentado, la enfermedad Osea es multifactorial. Entre los
diferentes factores que podrian influir se encuentran los genéticos que podrian
representar, probablemente, un porcentaje minoritario. De los muchos genes que
podrian estar implicados (aqui sélo se han estudiado unos pocos de los que podrian
estar relacionados con la enfermedad Osea), lo mas probable es que tuvieran

efectos individuales pequefios sobre el estado 0seo. Por eso, es importante haber
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encontrado algun efecto individual significativo (al menos en el caso de algunos
marcadores 06seos) que podrian ayudarnos a valorar, junto a los factores
ambientales, la evolucidn del estado 6seo tras el tratamiento de enfermedades como

el HPTP.
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7/ CONCLUSIONES

1.

En pacientes con hiperparatiroidismo  primario, concentraciones
preoperatorias elevadas de paratirina estan asociadas con una mayor pérdida

de masa 6sea cortical.

. En pacientes con hiperparatiroidismo primario, la paratiroidectomia da lugar a

una estabilizacion de las concentraciones séricas de calcio, paratirina,
fosfatasa alcalina, C-Telopéptido isomerizado del colageno de tipo |,
ostecalcina, fosfato y 25-Hidroxi Vitamina D, alcanzando valores fisioldgicos a

lo largo de un periodo de (12 — 18) meses.

En pacientes con hiperparatiroidismo primario, la paratiroidectomia da lugar a
un aumento de la densidad mineral 6sea en las zonas de la columna lumbar y
cadera aunque sin llegar a alcanzar valores normales. Este aumento parece
indicativo de una ganancia de masa 0sea solo trabecular, en un seguimiento

de (12 — 18) meses.

. Las concentraciones preoperatorias de paratirina y fosfatasa alcalina permiten

valorar los cambios en la densidad mineral 6sea a los (12 — 18) meses tras la
intervencibn 'y por consiguiente, la respuesta al tratamiento del

hiperparatiroidismo primario.
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Las disminuciones relativas en las concentraciones de ALP en todos los
momentos postquirdrgicos estudiados, las de PTHy CTx a los 3,6y (12 — 18)
meses y las de OC a partir del sexto mes posterior a la cirugia, todas ellas
respecto a la concentracién basal, podrian ser empleadas para valorar los

cambios en la DMO tras la cirugia paratiroidea.

La presencia de determinados genotipos o alelos de diferentes polimorfismos,
permiten ayudar a valorar la evolucion del estado 6seo tras la cirugia
paratiroidea (en funcién de los cambios en concentraciones de ALP, CTx y
OC, y de la DMO). Asi, en pacientes con HPTP sometidos a

paratiroidectomia, podrian indicar una peor recuperacion del estado 6seo:

» La presencia del genotipo TT o al menos del alelo T del polimorfismo

C677T del gen MTHFR.

 La presencia del genotipo AA del polimorfismo A1298C del gen

MTHFR.

» La presencia del genotipo tt del polimorfismo Taq | del gen VDR.

« La presencia del genotipo bb del polimorfismo Bsm | del gen VDR.

La presencia conjunta de determinadas variantes alélicas de diferentes genes
influye negativamente sobre el estado 6seo y, por consiguiente, podria ser
indicativa de una peor evolucion del estado éseo tras la paratiroidectomia; en
concreto, las combinaciones de los alelos T (del polimorfismo C677T del gen

MTHFR), a (del Apa |, del gen VDR) y a (del Alu I, del gen CTR).
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