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Efectos divergentes del factor de crecimiento endotelial
vascular, VEGF y el fragmento N-terminal de la proteína
relacionada con la parathormona, PTHrP en células madre
mesenquimales derivadas de tejido adiposo humano

a posibilidad de obtener células madre
de tejidos de adultos es altamente
atractiva, ya que potencialmente pue-
den generar una gran variedad de célu-
las diferenciadas y ser utilizadas en la
regeneración de tejidos. El estudio de

células madre obtenidas de organismos adultos
comenzó hace alrededor de 50 años, cuando fue-
ron descritas las células madre hematopoyéticas,
que dan origen a todas las células sanguíneas1.
Más tarde, investigadores describieron las células
madre de linaje mesenquimal, con capacidad de
diferenciarse en células adipocíticas, osteoblásti-
cas y condrocíticas. Las células madre mesenqui-
males fueron descubiertas originalmente en la
médula ósea, pero más tarde se encontró que se
hallan en otros tejidos adultos, incluyendo el teji-
do adiposo periférico. Como lo demuestran en su
manuscrito Bravo y cols.2, las células mesenqui-
males se caracterizan por la expresión de marca-
dores de superficie, incluyendo CD90, y la ausen-
cia de otros, como CD45 y CD34.  
Las ventajas del tejido adiposo como fuente de célu-
las madre son su abundancia en adultos y el hecho
de que puede ser obtenido de forma mínimamente
invasiva, usando procedimientos tales como la lipo-
succión. Una vez que el tejido adiposo es obtenido
y tratado enzimáticamente para eliminar las proteí-
nas extracelulares, las células madre pueden sepa-
rarse de adipocitos maduros por centrifugación,
aprovechando la baja densidad de los adipocitos
que flotan en el medio de aislamiento. Las células
en el fondo del tubo de centrifugación, denomina-
das fracción estromal vascular, contienen las deno-
minadas ASC (por adipocyte stem cell o células
madre adipocíticas). Se ha demostrado que en el
medio adecuado, las ASC se pueden diferenciar en
adipocitos, osteoblastos/osteocitos y condrocitos o
incluso en células de glia y neuronales1. 
El efecto beneficioso de la hormona paratiroidea
(PTH) en hueso es largamente reconocido3,4.
Cuando la hormona es administrada de forma

intermitente es capaz de activar el receptor de
parathormona 1 (PTH1R), desencadenando un
aumento en el número de osteoblastos, lo que
lleva al aumento de la formación de hueso y de la
masa ósea. Su administración en humanos es el
único tratamiento anabólico aprobado por la FDA
(Food and Drug Administration). La proteína rela-
cionada con la hormona paratiroidea (PTHrP) es
un análogo de la PTH capaz de activar PTH1R a
través de su región N-terminal5. De forma similar
a la PTH, estudios clínicos han demostrado que
fragmentos que contienen la región N-terminal de
la PTHrP aumentan la masa ósea en mujeres postme-
nopaúsicas con osteoporosis.  
El factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) es una citoquina producida por células
que forman parte de los vasos sanguíneos directa-
mente o están asociadas a estos6. El VEGF también
es producido por osteoblastos y participa en el
desarrollo del hueso endocondral e intramembra-
noso y en la reparación ósea.  
El grupo de investigadores que llevó a cabo este tra-
bajo2 previamente demostró el rol de los receptores
para PTH y VEGF en la respuesta de los osteocitos
a impulsos mecánicos7,8. Estos estudios establecie-
ron la participación de PTH1R y el receptor 2 de
VEGF en el efecto anti-apoptótico de la estimula-
ción mecánica ejercida por flujo de fluido. En el
presente trabajo de Bravo y cols.2 se muestra que
las ASCs responden de forma diferente al VEGF y
la PTHrP(1-36). Tratamiento con medios pro-dife-
renciantes llevan a la producción de fosfatasa alca-
lina y a la acumulación de mineral, junto con la
expresión de osteoprotegerina y Runx2 en las
ASCs. A diferencia del efecto similar que los recep-
tores para la PTH y el VEGF ejercen en la viabili-
dad de osteocitos sometidos a estimulación mecá-
nica, la PTHrP(1-36) y el VEGF no tienen el mismo
efecto en la proliferación de ASCs. En particular, el
VEGF estimula la proliferación de células no dife-
renciadas, mientras que la PTHrP(1-36) carece de
efecto en medio de crecimiento. Por otro lado, la
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PTHrP(1-36), pero no el VEGF, estimula la prolife-
ración de ASCs mantenidas en medio complemen-
tado con ácido ascórbico y β-glicerofosfato para
inducir la diferenciación de las células hacia el lina-
je osteoblástico. Los autores sugieren que el VEGF
sería más efectivo en aumentar el número de célu-
las que se mantienen indiferenciadas en la proximi-
dad de los vasos sanguíneos y, en particular, en
presencia de células endoteliales. Por otro lado,
PTHrP actúa estimulando la proliferación de célu-
las comprometidas al linaje osteoblástico en la cer-
canía de células más maduras. Estos estudios sugie-
ren la posibilidad de tratamientos combinando los
2 agentes para aumentar la cantidad de células en
cultivos de ASCs que pueden ser utilizadas para
favorecer la regeneración ósea, por ejemplo, en
individuos con fracturas que no pueden soldar
espontáneamente. 
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Resumen
El tejido adiposo contiene un gran número de células madre mesenquimales (Adipose Stem Cells, ASCs)
que residen en su estroma vascular. Aunque existe controversia acerca de la capacidad de generar tejido
óseo de estas células in vivo, in vitro constituyen un buen modelo de diferenciación osteogénica debido
a su semejanza fenotípica con las células estromales de la médula ósea (Bone Marrow Stromal Cells,
BMSCs) en cultivo. La diferenciación de las poblaciones osteoprogenitoras de la médula ósea está inten-
samente regulada por factores locales, como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y la pro-
teína relacionada con la parathormona (PTHrP), que modulan la proliferación de estas poblaciones en
distintos estadios de diferenciación. Tanto el VEGF como el fragmento N-terminal de la PTHrP ejercen
efectos osteogénicos. En este estudio hipotetizamos que sus efectos sobre la proliferación celular de los
osteoprogenitores son dependientes del estadio de diferenciación osteoblástica. Tras confirmar su capa-
cidad de diferenciación in vitro por expresión génica de Runx2 y acumulación de calcio, se analizó la
respuesta proliferativa a estímulos con VEGF o PTHrP(1-36) de ASCs sometidas o no a inducción osteo-
génica. VEGF pero no PTHrP(1-36) estimuló la capacidad proliferativa de las ASCs no inducidas mientras
que PTHrP(1-36), pero no VEGF, estimuló la proliferación de las ASCs inducidas, corroborando el papel
diferencial de estos factores de crecimiento en distintos estadios de diferenciación.

Palabras clave: células madre mesenquimales adiposas (ASCs), PTHrP, VEGF, diferenciación osteogénica.  
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Introducción
En los años 60, Friedenstein describió por primera
vez las células estromales de la medula ósea (Bone
Marrow Stromal Cells, BMSCs) como células fibro-
blásticas con adherencia al plástico y capacidad de
diferenciación tri-lineal, generando osteoblastos,
condroblastos y adipocitos. Una fracción de estas
células demostró además capacidad clonogénica
cuando éstas se cultivaron en muy baja densidad
(Colony Forming Units-Fibroblast, CFU-F)1. Más ade-
lante se observó que esta multipotencialidad es sólo
inherente a una pequeña parte de esta población
celular heterogénea, correspondiente a las células
madre esqueléticas (Skeletal Stem Cells, SSCs, por
debajo del 0,1% de las BMSCs y alrededor del 12%
de las CFU-F), que, además, son las únicas capa-
ces de generar el estroma necesario para la gene-
ración de nichos hematopoyéticos en la médula
ósea2,3. 

El tejido adiposo contiene un gran número de
células adherentes, con capacidad de formar CFU-F
y muchas otras características que las hacen simila-
res a las BMSCs. En comparación con las BMSCs,
este tejido es de fácil acceso, como lipoaspirados
descartados en operaciones de liposucción, y el ais-
lamiento de células estromales es relativamente sen-
cillo4,5. De forma similar a las SSCs entre las BMSCs,
la fracción estromal vascular del tejido adiposo (SVF)
es una población heterogénea de células entre las
que se encuentran las ASCs, que presumiblemente
se encuentran asociadas de forma similar a las SSCs
a la microvasculatura de la grasa6, en consonancia
con otros tejidos en los que las células madres adul-
tas se encuentran asociadas a la microvasculatura en

forma de pericitos7. Aunque diversos autores afirman
que las ASCs poseen la capacidad inherente de dife-
renciarse a células de estirpe ósea, hasta la fecha nin-
gún grupo de investigación ha demostrado que esto
sea posible, salvo después de transdiferenciar estas
células tras un tratamiento intensivo con BMPs, que
ha demostrado ser un potente osteoinductor de
diversos tipos celulares8. Pese a no haberse demos-
trado la utilidad clínica de las ASCs para la regenera-
ción ósea, estas células pueden ser un modelo con-
veniente para estudiar la diferenciación osteoblástica
in vitro, gracias a su fácil acceso y a su respuesta
similar a la de las BMSCs a factores de diferenciación
tri-linear in vitro9.

En presencia de ácido ascórbico, dexametaso-
na y β glicerol-fosfato las ASC expresan marcado-
res de diferenciación osteoblástica in vitro. Es el
caso del sistema formado por la osteoprotegerina
(OPG) y el ligando de receptor activador para el
factor nuclear κB (RANKL), proteínas implicadas
en el remodelado óseo. RANKL es una proteína
de la familia del factor de necrosis tumoral α
(TNF-α) que se expresa en la membrana de los
osteoblastos, y que a su vez puede ser secretada
por éstas10. Se une al receptor activador para el
factor nuclear κB (RANK) que está presente en
precursores osteoclásticos activando su diferencia-
ción y maduración a osteoclastos11. OPG es un
receptor señuelo secretado por los osteoblastos
que se une a RANKL, impidiendo que éste se una
a RANK, bloqueando por tanto la activación de los
osteoclastos. Por otro lado, Runx2 es un factor de
transcripción clave en la diferenciación de células
osteoblásticas12. 

Vascular endothelial growth factor (VEGF) and the N-terminal portion of
parathyroid hormone-related protein (PTHrP) regulate the proliferation of
human mesenchymal stem cells

Summary
Adipose tissue contains a large number of mesenchymal stem cells (ASCs) residing in their vascular stro-
ma. Although there is controversy regarding the ability to generate bone tissue from these cells in vivo,
the in vitro cells offer a good model of osteogenic differentiation due to its phenotypic similarity with
the bone marrow stromal cells (BMSCs) in culture. The differentiation of osteo-progenitor populations
of bone marrow is intensely regulated by local factors, such as vascular endothelial growth factor (VEGF)
and parathyroid hormone-related protein (PTHrP), which modulate these populations' proliferation in
different stages of differentiation. Both the VEGF and the N-terminal fragment of the PTHrP exert osteo-
genic effects. In this study, we posited that its effects on proliferation of osteo-progenitors are stage
dependent of osteoblastic differentiation. After confirming its capacity to in vitro differentiation by
Runx2 gene expression and accumulation of calcium, the proliferative response to stimuli was analyzed
with VEGF or PTHrP (1-36) of ASCs submitted or not to osteogenic induction. VEGF, but not PTHrP (1-
36), stimulated the proliferative capacity of uninduced ASCs, whereas BMSCs, but not VEGF, stimulated
the proliferation of induced ASCs, corroborating the differential role of this growth in different stages of
differentiation.

Key words: adipose mesenchymal stem cells (ASCs), PTHrP, VEGF, osteogenic differentiation.
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El factor de crecimiento del endotelio vascular o
VEGF, es una molécula clave en la regulación de la
proliferación de las células endoteliales. Promueve
la proliferación, migración y supervivencia de estas
células, así como su permeabilidad vascular13. La
expresión de VEGF y sus receptores en BMSCs ha
sido demostrada por diversos estudios en cultivos
celulares13,14. Además, in vitro, se ha mostrado el
papel del receptor VEGFR2 como clave en la dife-
renciación y supervivencia osteoblástica15. VEGF
induce la diferenciación en cultivos celulares de
preosteoblastos14 y estimula su migración y prolife-
ración13,14. Así, el VEGF parece estar implicado en
las etapas tempranas de diferenciación ósea, tanto
en la esqueletogénesis –siendo un importante fac-
tor en la formación ósea endocondral e intramem-
branosa– como en homeostasis adulta, promovien-
do la diferenciación osteoblástica y reduciendo la
diferenciación adipogénica de las BMSCs16,17. 

La proteína relacionada con la parathormona
(PTH), PTHrP, es una citoquina pleiotrópica con
importantes funciones en el tejido óseo15. Es con-
siderada un modulador del remodelado óseo y un
estimulador de la formación de hueso que pro-
mueve la diferenciación osteoblástica y su super-
vivencia15, siendo por tanto un importante factor
de maduración. El procesamiento postraduccional
del gen de la PTHrP, genera diferentes fragmentos,
entre los que destaca un fragmento N-terminal,
PTHrP(1-36), que presenta gran homología con la
PTH y que actúa a través del receptor 1 común
para PTH/PTHrP, PTH1R12. La expresión de PTHrP
en el linaje osteoblástico disminuye a medida que
ésta se va diferenciando20, pero el PTH1R juega un
papel fundamental en los osteoblastos maduros y
osteocitos, disminuyendo su apoptosis y aumen-
tando su número en osteoblastos del periostio in
vivo18,19. Estudios previos indican que la PTHrP
podría incrementar la proliferación de osteoblas-
tos inmaduros a través de la regulación de Ciclina
D1 (promotor) y p27 (inhibidor), ambos regulado-
res del ciclo celular12.

En este trabajo hipotetizamos que los efectos
de VEGF y PTHrP sobre la proliferación celular de
los osteoprogenitores son dependientes del estadio
de diferenciación osteoblástica. Así, las poblacio-
nes más indiferenciadas serían más sensibles a
VEGF mientras que los progenitores ya comprome-
tidos hacia la diferenciación osteoblástica respon-
derían mejor a PTHrP(1-36). Para ello se utilizaron
ASCs humanas procedentes de lipoaspirados como
modelo in vitro de diferenciación osteogénica.
Tras confirmar su capacidad de diferenciación in
vitro por expresión génica de Runx2 y acumula-
ción de calcio, se analizó la respuesta proliferativa
a estímulos con VEGF o PTHrP(1-36) de ASCs
sometidas o no a inducción osteogénica. VEGF,
pero no PTHrP(1-36), indujo la capacidad prolife-
rativa de las ASCs indiferenciadas, mientras que
PTHrP (1-36), pero no VEGF, indujo la prolifera-
ción de las ASCs previamente tratadas con medio
de diferenciación osteogénica, confirmando el
papel diferencial de estos factores de crecimiento
en distintos estadios de diferenciación.

Materiales y métodos 
Aislamiento, cultivo primario y estudio fun-
cional de ASCs
El tejido adiposo subcutáneo abdominal se obtuvo
durante la cirugía de pacientes sanos mediante la téc-
nica de liposucción. Seis mujeres se incluyeron en
este estudio con una edad promedio de 40 años
(rango 25-60 años). Todos los donantes dieron su
consentimiento informado, de acuerdo con el proto-
colo clínico apropiado. Los pacientes fueron opera-
dos en el Departamento de Cirugía Plástica de HM
Hospitales (Madrid, España), y la recogida de mues-
tra de tejido fue aprobado por la Junta de Revisión
Institucional/Comité Ético de Investigación Clínica de
HM Hospitales (Madrid, España). El tejido adiposo fue
digerido en 0,075% de solución colagenasa tipo I
(Invitrogen, Life Technologies, Nueva York, EE.UU.)
durante 30 minutos a 37°C, siguiendo el protocolo des-
crito anteriormente4. A continuación, las células se sem-
braron en superficie plástica (Corning, Nueva York,
EE.UU.) durante 24 horas en Medio de Crecimiento
DMAX (Invitrogen, Life Technologies, Nueva York,
EE.UU.) con 10% de FBS (Sigma-Aldrich; St. Louis,
Missouri, EE.UU.) y suplementado con antibióticos:
penicilina (100 IU/ml) y estreptomicina (100 mg/ml)
(Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, EE.UU.). Las células
no adherentes se retiraron, y se añadió medio fresco
para el cultivo primario de la fracción de células adhe-
rentes durante 7 días. El medio de cultivo se reempla-
zó cada 3 días. En ese momento, las ASC fueron fun-
cionalmente fenotipadas por citometría de flujo y se
analizó su potencial de diferenciación osteogénica.

Citometría de flujo
Para el análisis de citometría de flujo, las ASC se
resuspendieron en PBS (tampón fosfato salino) a una
densidad de 1x106 células/ml, se fijaron con parafor-
maldehído (PFA) al 2% y se incubaron con anticuer-
pos monoclonales de ratón conjugados (FITC o PE)
con anti- CD90, CD29, CD34, CD45, CD106 CD44,
CD144, CD31 y KDR (BioLegend, San Diego,
Caifornia, EE.UU.) durante 30 min a temperatura
ambiente. Las células se lavaron 3 veces con PBS y
se analizaron mediante Accuri's C6 Flow System citó-
metro a 488 nm y 15 mW. La dispersión frontal (FSC),
dispersión lateral (SSC) y el marcador fluorescente
específico (LGFL) a 488 nm y 540 nm se obtuvieron
de forma automática para cada célula. Los datos se
recogieron digitalmente sobre un rango dinámico de
16 millones de canales de datos digitales. La amplifi-
cación y análisis logarítmico de fluorescencia se rea-
lizó utilizando BD Accuri™ Software de Análisis C6. 

Ensayos de diferenciación osteogénica
Se utilizó el medio de diferenciación osteogénico
de linaje celular para evaluar el potencial de dife-
renciación osteogénica de ASC. Para dicha diferen-
ciación las ASC se cultivaron durante 14 días en
presencia de DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's
medium) con 10% FBS, 10-8 M de dexametasona,
0,5 mg/ml de ácido ascórbico y 0,1 M de β glicerol-
fosfato (Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, EE.UU.).
El medio se reemplazó cada 3 días, y al finalizar el
periodo de 14 días se realizó la tinción histoquímica
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rojo de alizarina para revelar y cuantificar el núme-
ro de células por campo microscópico rodeadas por
matriz extracelular mineralizada teñida con rojo de
alizarina. Así mismo se realizó una comprobación
de la diferenciación osteoblástica mediante ensayo
de actividad de la fosfatasa alcalina (ALP), que con-
sistió en la identificación de los depósitos teñidos de
rojo que indican actividad fosfatasa alcalina median-
te el kit 86R de Sigma Aldrich. ASCs de seis pacien-
tes diferentes se utilizaron en cada ensayo.

Estudios de proliferación celular
Se estudió la respuesta relacionada con la prolife-
ración de las ASCs a factores como el VEGF (160
pM) y la PTHrP(1-36) (100 nM) en los cultivos
durante 24 horas, tanto en medio de crecimiento
como en medio de diferenciación osteogénica.
Para la medición de la proliferación de estos ensa-
yos se utilizó el equipo de medición xCelligent
System (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza) que, a
tiempo real, midió la proliferación celular. El siste-
ma xCelligent proporcionó medidas de prolifera-
ción a tiempo real y final a través de la lectura de
unas placas de cultivo dotadas de electrodos que
detectaron los cambios de morfología de las célu-
las, proporcionando un parámetro llamado Cell
Index extrapolable a la proliferación celular.

Extracción de ARN total y PCR cuantitativa a
tiempo real
Las ASCs, tanto en condiciones basales como las dife-
renciadas a osteoblastos, fueron sometidas a extrac-
ción de ARN total de un homogeneizado celular con
un método estándar con tiocianato de guanidilo-fenol-
cloroformo (Tri-Reagent©, MCR; Cincinnati, Ohio,
EE.UU.). La pureza y cuantificación del ARN total
extraído se determinó mediante espectrofotometría
A260/A280 (Nanodrop 2000/2000c Spectrophotometer,
Thermo Scientific). La síntesis de ADNc se realizó utilizan-
do oligonucleótidos aleatorios y una transcriptasa inversa

(High capacity RNA to cDNA Kit, Applied Byosystem;
Foster City, California, EE.UU.). El análisis de la expresión
génica por RT-PCR a tiempo real se realizó con ADNc
resultante utilizando una polimerasa activada por calor,
TaqDNA (Taqman gene expression master mix, Applied
Byosystem; Foster City, California, EE.UU.) y cebadores
específicos humanos para RUNX2, (Hs00231692 m1)
OPG (TNFRSF1 Hs 00171068), VEGF-A (Hs 00173626
m1) y VEGFR2 (Hs 00176676 m1) (Applied Byosystem;
Foster City, California, EE.UU.). Tras una incubación ini-
cial de 10 minutos a 25ºC y otra de 2 horas a 37ºC, las
muestras se sometieron a ciclos a 4ºC. Los resultados se
expresaron como niveles de expresión de cada gen
(una vez normalizados frente a los ARN de 18s como
gen constitutivo) en cada condición experimental, res-
pecto a su control correspondiente: 2 -ΔCt, donde Ct
representa el ciclo umbral de PCR en el cual el progra-
ma detecta por primera vez un incremento apreciable
de fluorescencia sobre la señal basal. Todas las determi-
naciones se realizaron por duplicado. (ΔCt = Ct (Gen de
interés) – Ct (control endógeno 18S).

Análisis estadístico
Los resultados se expresaron como media +/-
Desviación Estándar (DE). La comparación no
paramétrica entre las medias de dos muestras se
realizó por la prueba de Mann Whitney. Se utilizó
ANOVA no paramétrica para comparar varias
muestras (Kruskal-Wallis). Todos los valores con
p<0,05 fueron considerados significativos. 

Resultados
En primer lugar, se llevó a cabo la caracterización
de las ASCs procedentes del cultivo primario de
los lipoaspirados. El análisis fenotípico de ASC por
citometría de flujo reveló que 99,6% eran CD90+,
91,6% CD44+, 90,4% CD29+, 4,2% CD34+, 2,2%
CD45+. Además, se analizaron los marcadores
CD106, CD155, KDR y CD31, todos ellos de expre-
sión negativa para ASCs (Tabla 1). 

Tabla 1. Caracterización por citometría de flujo de las ASCs aisladas de tejido adiposo obtenido por lipoaspirado

Marcador superficie Expresión esperada % medio de expresión
obtenido

CD 90 (+) para célula mesenquimal 94,6%

CD 44 (+) para célula mesenquimal 91,6%

CD 29 (+) para célula mesenquimal 90,4%

CD 45 (-) para célula mesenquimal 2,2%

CD 34 (-) para célula mesenquimal 4,2%

CD 106 (+) para célula endotelial 7,6%

(-) para célula mesenquimal

CD 144 (+) para célula endotelial 0,6%

KDR (+) para célula endotelial 0,5%

CD 31 (+) para célula endotelial 0,2%
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Figura 1. Respuesta del cultivo primario de ASC a los medios específicos de diferenciación de linaje celular.
(A) Detección de la actividad fosfatasa alcalina (ALP) y (B) detección de la diferenciación osteogénica de 14
días mediante la tinción con rojo de alizarina para detectar mineralización

A Actividad ALP

Medio osteogénico

Medio basal

Medio osteogénico

Medio basal

B Mineralización (rojo de alizarina)

Para evaluar el potencial de diferenciación
osteogénico de ASC, se las sometió a diferencia-
ción osteoblástica in vitro. Como se muestra en
la Figura 1A, la actividad ALP reveló que las
ASCs en medio de diferenciación osteogénica
habían sufrido dicha diferenciación. La tinción
citoquímica rojo de alizarina (Figura 1B) también
reveló el resultado positivo de la diferenciación
osteogénica.

Se evaluó la expresión génica de algunos de
los marcadores de diferenciación osteogénica
como OPG y Runx212,13,24. Se observó que la expre-
sión de estos dos marcadores analizados aumentó
significativamente (p<0,05) tras 14 días de cultivo
con el medio de diferenciación osteogénica
(Figura 2A-B). 

Se evaluó la expresión génica del sistema
VEGFA y su receptor inducido por la diferencia-
ción osteogénica. Tal y como se puede observar
en la figura 3, tras 7 días de diferenciación las
células disminuyen significativamente la expresión
del VEGF y de su receptor tipo 2. 

Los ensayos de proliferación celular con
medios suplementados con PTHrP y VEGF mos-

traron resultados diferentes. Se realizó un estudio
de proliferación de las ASCs en respuesta a VEGF
(160 pM) durante 24 horas en condiciones basales
(medio de crecimiento) o con medio de diferen-
ciación osteogénica. 

Como se observa en la figura 4, el VEGF, aumen-
tó de manera significativa la proliferación de las
ASCs en medio de crecimiento, pero no tuvo efec-
tos significativos sobre la proliferación de las células
cultivadas en medio de diferenciación osteogénica
(p<0,05). Los resultados indicaron que VEGF,
aumentó la proliferación de las ASCs, pero siempre
que éstas no hubieran iniciado su proceso de dife-
renciación. En respuesta a PTHrP(1-36) (100 nM)
durante 24 horas, las ASCs no alteraron significati-
vamente su índice de proliferación (Figura 4A).
Cuando se realizó el ensayo de proliferación ante-
riormente descrito en medio de diferenciación
osteogénica, se observó que éste cambiaba el
fenotipo de las ASC, y alteraba su capacidad de
respuesta ante estos factores. De forma que en
este caso PTHrP incrementó el índice de prolifera-
ción en células ya comprometidas a la diferencia-
ción osteoblástica (Figura 4B).



ORIGINALES / Rev Osteoporos Metab Miner. 2017;9(1):5-12
10

Figura 2. Cambios en la expresión génica (analizada por PCR a tiempo real) de factores de diferenciación ósea:
(A) OPG, (B) Runx2, a distintos tiempos de diferenciación osteoblástica
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Figura 3. Cambios en la expresión génica tras 7 días de diferenciación (analizada por PCR a tiempo real) de
factores de angiogénesis: (A) VEGF-A y (B) VEGFR2

(*) p<0,05 vs. valor basal correspondiente.

Figura 4. Índice de proliferación celular (103) en cultivos de ASCs sometidos a estímulos con 160 pM de
VEGF165 y 100 nM de PTHrP durante 24 horas. (A) Proliferación en medio de crecimiento. (B) Proliferación en
medio de diferenciación osteogénica

(**) p<0,05 vs. valor basal correspondiente. 
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Discusión 
En el presente estudio, ASCs de mujeres sanas, se
expusieron a tratamientos cortos con PTHrP y
VEGF en distintas condiciones de diferenciación y
su capacidad proliferativa fue analizada. Nuestros
resultados indican que las poblaciones más indife-
renciadas serían más sensibles a VEGF mientras
que los progenitores ya comprometidos hacia la
diferenciación osteoblástica responden mejor a
PTHrP(1-36), al mostrar una mayor expresión del
receptor 1 de la PTH/PTHrP (PTH1R). Se utiliza-
ron ASCs humanas procedentes de lipoaspirados
como modelo in vitro de diferenciación osteogé-
nica. Durante este estudio la caracterización de las
ASCs se llevó a cabo mediante un estudio de los
marcadores de superficie celular. Los datos obte-
nidos fueron los esperados según estudios pre-
vios21,22. Así mismo se estudió la capacidad de dife-
renciación osteoblástica de las ASCs. Dicha dife-
renciación se verificó por la actividad ALP de estas
células tras 14 días en medio de diferenciación
osteogénica. Del mismo modo, la tinción histoquí-
mica de rojo de alizarina se utilizó para verificar
dicha diferenciación complementando así el análi-
sis de actividad ALP. Además, se evaluó la expre-
sión génica de algunos marcadores como OPG y
Runx216,23. Runx2 es esencial para la diferenciación
osteoblástica, conduce a las ASCs hacia el linaje
osteoblástico e inhibe su diferenciación hacia lina-
je adipogénico o condrogénico23. Además, Runx2
se ha descrito como un factor que mantiene a los
osteoblastos en estado inmaduro sin diferenciarse
a osteocitos23. Así mismo, estudios previos consi-
deran a OPG como un marcador de diferenciación
osteogénica temprana en células mesenquimales
humanas24. Según lo esperado, nuestros datos
muestran que la diferenciación osteogénica indu-
ce un aumento en la expresión de estos dos mar-
cadores, OPG y Runx2, respecto al estado indife-
renciado.  

También se evaluó la expresión génica del sis-
tema VEGFA y su receptor VEGFR2 en condicio-
nes de diferenciación osteogénica. Tras siete días
en presencia del medio de diferenciación osteogé-
nica se observó una disminución en la expresión
del VEGF y de su receptor tipo 2. En este estudio
hipotetizamos que los efectos de VEGF y PTHrP
sobre la proliferación celular de los osteoprogeni-
tores son dependientes del estadio de diferencia-
ción osteoblástica. Así, las poblaciones más indife-
renciadas serían más sensibles a VEGF por su pro-
ximidad al nicho endotelial in vivo, mientras que
los progenitores ya comprometidos hacia la dife-
renciación osteoblastica responderían mejor a
PTHrP(1-36) al mostrar el receptor PTH1R un rol
más importante en osteoblastos maduros y osteo-
citos. Tras confirmar su capacidad de diferencia-
ción in vitro por expresión génica de Runx2 y
mineralización, se analizó la respuesta proliferati-
va a estímulos con VEGF o PTHrP(1-36) de ASCs
sometidas o no a inducción osteogénica. VEGF,
pero no PTHrP(1-36), favoreció la capacidad pro-
liferativa de las ASCs no inducidas, mientras que
PTHrP(1-36), pero no VEGF, favoreció la prolifera-

ción de las ASCs previamente diferenciadas, con-
firmando el papel diferencial de estos factores de
crecimiento en distintos estadios de diferencia-
ción. Estudios previos indican que el VEGF secre-
tado es crítico en la diferenciación de las BMSCs a
osteoblastos, frenando su diferenciación a otros
linajes celulares como el adipogénico16,17. Así
mismo, Alonso y cols.15 han mostrado como VEGF
y PTHrP modulan la diferenciación y superviven-
cia de los osteoblastos. Nuestros resultados del
estudio de proliferación de las ASCs en respuesta
a VEGF durante 24 horas en medio de crecimien-
to o con medio de diferenciación osteogénica
muestran un aumento en la proliferación de las
ASCs crecidas en medio normal, pero sin efectos
significativos sobre la proliferación de las células
cultivadas en medio de diferenciación osteogéni-
ca, apoyando la noción de que VEGF ejerce un
papel preponderante sobre la regulación de la
proliferación en etapas tempranas de la diferencia-
ción, aunque estudios previos apuntan también a
una implicación de VEGF en la supervivencia de
los osteoblastos15. 

Tras 24 horas de tratamiento con PTHrP(1-36),
las ASCs indiferenciadas no vieron alterado su índi-
ce de proliferación. Sin embargo, en presencia de
medio de diferenciación osteogénica, PTHrP(1-36)
aumentó significativamente la proliferación, apun-
tando a la implicación de este factor en la prolife-
ración de BMSCs comprometidas a la diferencia-
ción osteogénica in vivo.

De esta forma podríamos concluir que, si bien
estudios previos han mostrado que VEGF y PTHrP
modulan la diferenciación y supervivencia de los
osteoblastos15, estos factores podrían regular la
proliferación de los osteoprogenitores en función
de su compromiso o no hacia la diferenciación
osteoblástica, estando VEGF mas implicado en la
proliferación de progenitores más indiferenciados
y próximos al nicho perivascular, mientras que la
PTHrP(1-36) estimularía células más comprometi-
das hacia la osteoblastogénesis. 

Conflicto de intereses: Los autores declaran no
tener conflicto de intereses en relación con este
trabajo.
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Resumen
Objetivos: Evaluar el papel de la enzima antioxidante catalasa sobre el proceso de calcificación vascular
asociada a insuficiencia renal crónica (IRC) y su efecto sobre la masa ósea.
Material y métodos: Se utilizaron ratones C57/BL6J salvajes (WT) y transgénicos (TG), que sobreexpresan
la enzima catalasa, a los que se les indujo IRC. Se utilizaron como control ratones WT y TG con inter-
vención simulada. Transcurridas 16 semanas los animales se sacrificaron, obteniendo suero para analizar
marcadores bioquímicos, el trozo residual de riñón, la aorta y las tibias. Se utilizó igualmente un mode-
lo in vitro de cultivo primario de células de músculo liso vascular (CMLV) procedentes de aorta de ratón
WT y TG sometidas durante 8 días a un medio calcificante con 3 mM de fósforo y 2 mM de calcio.
Resultados: Solo en animales WT con IRC se observó un incremento significativo en la expresión génica
de Runx2 y del depósito renal de calcio y un deterioro de la estructura ósea a nivel trabecular. Este efec-
to no se observó en ratones TG con IRC.
Solo en las CMLV de ratones WT, la adición de medio calcificante produjo un aumento del contenido en
calcio, de la expresión proteica de Runx2 y de las especies reactivas de oxígeno mitocondriales con una
menor expresión proteica de la enzima catalasa.
Conclusiones: La sobreexpresión de la enzima catalasa redujo el proceso de calcificación tanto in vivo
como in vitro, mostrando in vivo que ese descenso se acompañó de una mejora en los parámetros óseos
estudiados.  

Palabras clave: calcificación vascular, hueso, antioxidantes, estrés oxidativo, catalasa, µCT, insuficiencia renal crónica..
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Introducción
La enfermedad cardiovascular representa en la actua-
lidad la principal causa de mortalidad en el mundo
desarrollado. Se prevé que siga en aumento en las
próximas décadas como consecuencia del envejeci-
miento poblacional. Uno de los factores que contri-
buye al riesgo cardiovascular es el estrés oxidativo1.
Diferentes estímulos implicados en el desarrollo de
enfermedad cardiovascular como activación de
macrófagos, hiperglicemia, la oxidación de LDL
colesterol e incluso la angiotensina II ejercen sus
efectos nocivos, al menos parcialmente, a través de la
síntesis local de especies reactivas de oxígeno2-5.

Por otro lado, existen evidencias de una relación
positiva entre estrés oxidativo y calcificaciones vas-
culares6. Las células de músculo liso vascular (CMLV)
sometidas a estrés oxidativo incrementan la actividad
de la fosfatasa alcalina y la deposición de calcio,
indicando su transdiferenciación hacia células capa-
ces de mineralizar (tipo osteoblasto/condrocito)7. En
cultivo primario de CMLV de aorta de ratón, el estrés
oxidativo inducido por peróxido de hidrógeno o
glucosa oxidasa promueve la calcificación y la sobre-
expresión de Runx2 (Cbfa1), factor de transcripción
óseo relacionado con la diferenciación osteogénica,
mediada por AKT8. Curiosamente, estos mismos estí-
mulos producen el efecto contrario en células pre-
cursoras de osteoblastos, demostrando la importan-
cia del peróxido de hidrógeno o agua oxigenada
(H2O2) en el proceso de diferenciación de las célu-
las de estirpe mesenquimal9. 

Las principales enzimas antioxidantes implica-
das en la eliminación catalítica de peróxido de
hidrógeno son la catalasa, las glutation peroxida-
sas y la tioredoxina peroxidasa. De todas ellas, la
catalasa es la enzima más eficiente en la elimina-
ción de peróxido de hidrógeno. 

Uno de los factores que inciden en el envejeci-
miento es la acumulación progresiva de daño oxida-
tivo. Este daño puede estar debido a la exposición al
estrés oxidativo intracelular normal o, en situaciones
patológicas, a un aumento de dicho estrés debido a
inflamación u otras causas que puede, de hecho,
provocar un envejecimiento acelerado. Por todo
ello, nuestro objetivo ha sido evaluar el papel que
ejerce la sobreexpresión de catalasa sobre el proce-
so de calcificación vascular asociada a enfermedad
renal moderada y su efecto sobre la masa ósea10.
Para ello se utilizó un modelo murino transgénico,
que sobreexpresa la enzima catalasa, sometido a una
insuficiencia renal crónica. 

Material y métodos
Modelo experimental in vivo
Establecimiento de insuficiencia renal crónica (IRC)
Se utilizaron cepas de ratones C57/BL6J salvajes
(WT) y cepas de ratones C57/BL6J transgénicos (TG)
que sobreexpresan la enzima antioxidante catalasa.
Para inducir IRC, se sometieron a ratones de 3 meses
de edad a una primera intervención, que consistió
en la apertura lateral del animal en el lado derecho
donde se cauterizaron los dos polos del riñón. La
anestesia utilizada fue isoflurano (1-2%) por vía inha-
latoria. Trascurrida una semana de la primera opera-
ción, se sometió al animal a una segunda interven-
ción, que consistió en la apertura del lado izquierdo
y extirpación total del riñón. Transcurridas 16 sema-
nas de la última operación, los animales se sacrifica-
ron por exanguinación, previa anestesia con CO2. En
el momento del sacrificio se obtuvo el suero de los
animales para analizar marcadores bioquímicos
generales y del metabolismo óseo: urea, calcio, fós-
foro, producto Ca-P, PTHi y FGF23. Se extrajo igual-
mente el trozo de riñón sobrante, la aorta y las tibias.

Effects of the catalase antioxidant enzyme in vascular calcification and
bone demineralization

Summary
Objetives: Assess the role of the catalase antioxidant enzyme in the vascular calcification process associa-
ted with chronic renal failure (CRF) and its effect on bone mass.
Material and methods: Wild type C57/BL6J mice (WT) and transgenic mice (TG) were used, that overex-
press the catalase enzyme, to which CRF was induced. Control WT and TG mice were used in simulated
intervention. After 16 weeks, the mice were sacrificed, with serum samples taken for biochemical markers
as well as residual pieces of kidney, aorta and tibias. An in vitro model of primary culture of smooth vas-
cular muscle cells (SVMC) taken from the WT and TG aorta which underwent eight days of 3 mM phos-
phorus and 2 mM calcium calcifying medium.
Results: A significant increase in Runx2 gene expression, calcium renal deposit and bone structure dete-
rioration at trabecular level was only detected in WT mice with CRF. This was not observed in TG mice
with CRF.
Only in the case of WT mice SVMC, did added calcification medium raise calcium levels, proteic Runx2
expression and the reactive oxygen species of mitochondria with low catalase enzyme.
Conclusions: Calcifying catalase over-expression was observed in both in vivo and in vitro, with in vivo
showing that this reduction was accompanied by an improvement in bone parameters under study.

Key words: vascular calcification, bone, antioxidants, oxidative stress, catalase, µCT, chronic renal failure.
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La tibia izquierda, que se conservó en etanol de
70º, se analizó mediante microtomografía compute-
rizada (µCT) con un equipo SkyScan 1174, Bruker
µCT (Kontich, Bélgica). El análisis morfométrico 2D
y 3D fue realizado mediante el software CTAn. La
región de interés (ROI) fue delimitada manualmen-
te en cada muestra. Para la región trabecular se
seleccionaron 150 cortes y se usaron niveles de
umbral en la escala de grises entre 78 y 250. Los
análisis morfométricos se basaron en los plung-ins
internos de CTAn en 2D y 3D. Los parámetros mor-
fométricos medidos fueron el volumen óseo trabe-
cular (BV/TV, %), la separación entre trabéculas
(Tb.Sp, µm), número de trabéculas (Tb.N, mm-1) y
la porosidad trabecular (Tb.Po, µm).

Todos los estudios fueron aprobados y autori-
zados por el Comité de Experimentación Animal
de la Universidad de Oviedo.

Modelo experimental in vitro
Se emplearon cultivos primarios de CMLV proce-
dentes de aorta de ratón C57/BLJ6 WT y TG. Para
ello, las aortas de los animales se trocearon y se
pusieron a crecer los explantes en placas de culti-
vo recubiertas con fibronectina para favorecer la
adhesión.

Las células se cultivaron en medio DMEM
suplementado con suero bovino fetal al 10%.
Cuando las células alcanzaron una confluencia del
60-70% se sustituyó por medio DMEM-F12 suple-
mentado con albúmina bovina al 0,1% (medio
control) y por medio calcificante constituido por
medio control suplementado con fósforo y calcio
a concentraciones de 3 mM y 2 mM, respectiva-
mente. Las células fueron incubadas en estas con-
diciones durante 8 días. 

La actividad basal de catalasa se midió en
CMLV procedentes de ratones WT y TG mediante
la utilización del kit comercial “catalase assay kit”
(Cayman Chemical, 707002), siguiendo el protoco-
lo establecido por la casa comercial.

Los niveles de especies reactivas de oxígeno
en las CMLV de ratones WT y TG cultivadas con
medio control y calcificante se midieron con un
fluorocromo específico de mitocondrias, dihidro-
rodamina 123 (DHR 123).

Las proteínas de los cultivos celulares se extra-
jeron con un tampón con composición Tris-HCl 50
mM, NaCl 150 mM, NP-40 1%, deoxicolato sódico
0,5%, EDTA 1,0 mM y SDS 0,1% con inhibidor de
proteasas. Se sonicó la muestra en frío 10 minutos
para evitar la disgregación de las proteínas y se
centrifugaron a 10.000 rpm durante 5 minutos a
4ºC. Se recogieron las proteínas del sobrenadante,
se cuantificaron mediante el método Bio-Rad DC.
y se conservaron a -80ºC.

Se utilizaron 20 µg de proteínas que se some-
tieron a electroforesis en geles de acrilamida de
0,75 mm de grosor en condiciones desnaturalizan-
tes (SDS-PAGE), empleando para su identificación
marcadores de peso molecular conocido (RainbowTM

Molecular Weight Markers, GE Healthcare, Reino
Unido). Las proteínas se transfirieron a una membra-
na de nitrocelulosa (AmershamTM HybondTM 0,45 µm

PVDF, GE Healthcare, Reino Unido). La transferencia
se realizó en frío durante una hora a 100 v. Una vez
finalizada la misma, se bloqueó la membrana
durante una hora con leche al 5% en un tampón
fosfato salino (PBS). Posteriormente, las membra-
nas se mantuvieron toda la noche con el anticuer-
po primario (anticuerpo monoclonal de catalasa
en dilución 1:5.000 en BSA, Runx2 1:500 en BSA
frente a gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) en dilución 1:5.000 en BSA, todos de
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz,
California, EE.UU.). Al día siguiente, la membrana
se lavó tres veces en intervalos de 10 minutos
cada uno con una solución de lavado compuesta
de PBS y Tween-20 (Sigma-Aldrich), y posterior-
mente se incubó con el anticuerpo frente a cabra
o frente a conejo. La membrana se lavó con la
solución de lavado descrita anteriormente y se
detectó la proteína mediante el kit comercial
ClarityTM Western ECL Substrate (BIO-RAD, EE.UU.).
La cuantificación relativa de la intensidad de las
bandas obtenidas en el Western Blot se realizó con
el programa informático Image LabTM Software y el
escáner Molecular Imager ChemiDocTM XRS+
(ambos de BIO-RAD, EE.UU.).

Técnicas comunes a emplear
qRT-PCR
El análisis mediante qRT-PCR se realizó con el
ADNc obtenido de las diferentes condiciones
experimentales usando el kit High Capacity
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) y
la extracción fenólica de ARN. Para la normaliza-
ción de los resultados se utilizó la expresión de
genes constitutivos (ARNr Runx2 y GAPDH) y el
método de cuantificación relativa utilizado fue el
ΔΔCT.

Estudio de la calcificación vascular
Previa adición de HCl 0,6 N durante 24 horas para
extraer el calcio celular o del tejido, el contenido
en calcio se cuantificó mediante el método de
orto-cresolftaleína complexona. Los niveles de cal-
cio se relativizaron frente al contenido total de
proteína.

Análisis estadístico
Para el análisis estadístico de los resultados se
empleó el programa SPSS 17.0. La comparación de
los grupos de tratamiento se realizó por medio de
chi-cuadrado en el caso de variables categóricas y
por medio de la t de Student para las variables
numéricas.  

Resultados
a) Estudios in vivo:
Marcadores bioquímicos
La IRC en los ratones WT y TG mostró aumentos
en los niveles de urea, producto Ca-P, PTHi y
FGF23. En el caso del FGF23 el aumento fue muy
superior (10 veces) en los ratones WT con IRC con
respecto a su control Sham. El incremento de
FGF23 en los ratones TG con IRC fue de 2 veces
respecto a su control Sham (Tabla 1). 
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Efecto de la IRC moderada sobre la calcificación
vascular y los cambios a nivel óseo
A pesar de que la cepa de ratones C57/BL6J
empleada para los estudios de calcificación no
permitió la obtención de calcificaciones vasculares
en las aortas (Tabla 1), se observó un incremento
significativo en la expresión génica de Runx2,
marcador de diferenciación osteoblástica, solo en
el grupo de animales WT con IRC (Figura 1). Este
aumento no se observó en los animales TG con
IRC. El efecto de la IRC sobre el proceso de calci-
ficación se estudió en otro tejido blando como es
el riñón, observándose un aumento del contenido
en calcio en los ratones con IRC mayor en los
ratones WT que en los ratones TG (Tabla 1).

Los cambios a nivel vascular también se obser-
varon a nivel óseo. En los animales WT con IRC
se vio un deterioro de la estructura ósea con res-
pecto a su grupo control Sham, con una disminu-

ción estadísticamente significativa del volumen
óseo trabecular (Figura 2A) y del número de tra-
béculas (Figura 2C), y un aumento de la separa-
ción trabecular (Figura 2B) y de la porosidad tra-
becular (Figura 2D). El grupo de ratones TG con
IRC no presentó diferencias con respecto a su
grupo control Sham a nivel trabecular.

b) Estudios in vitro:
Efecto de la sobreexpresión de catalasa en la
depuración de peróxido de hidrógeno y en la
expresión de Runx2 en CMLV
Las CMLV procedentes de los ratones TG presen-
taron una mayor actividad y expresión proteica de
la enzima catalasa a nivel basal que las de los rato-
nes WT (Figura 3 A y B). 

Cuando se le añadió medio calcificante a las
CMLV de ratones WT se produjo un aumento del
contenido en calcio. Este efecto no se observó en
las CMLV de los ratones TG (Figura 4A). De forma
paralela, se estudió la expresión proteica de
Runx2 en CMLV de ratones WT y TG con medio
calcificante durante 8 días y se observó un aumen-
to en la expresión de Runx2 en las CMLV de rato-
nes WT que no se observó en las CMLV de los
ratones TG (Figura 4B).

Estudio de los niveles de marcadores de estrés
oxidativo y los niveles proteicos de catalasa
Se observó un aumento de los niveles de fluorescen-
cia de la sonda DHR123 en las CMLV de ratones WT
cultivadas con medio calcificante, lo que indica un
aumento de las especies reactivas de oxígeno mito-
condriales. No se observó este efecto en las CMLV de
ratones TG, sino que se produjo una disminución de
las especies reactivas de oxigeno (Figura 5).
También se observó una menor expresión proteica
de la enzima catalasa al cultivar las CMLV de ratones
WT durante 8 días con medio calcificante con res-
pecto a las procedentes de ratones TG (Figura 6).

Tabla 1. Valores bioquímicos de los ratones WT y TG con y sin IRC

WT Sham
(n=7)

WT IRC
(n=9)

TG Sham
(n=10)

TG IRC
(n=10)

Urea (mg/dL) 47±3 83±13* 41±4 94±19*

Producto Ca-P (mg2/dL2) 69±7 81±12* 60±14 74±13*

PTHi (pg/mL) 316 (0,834) 3.941 (3.649-4.499)* 338 (35-1.836) 3.411 (1.204-3.868)*

FGF23 (pg/mL) 111 (102-125) 1.103 (773-1.143)* 224 (204-268) 437 (153-988)

Calcio aorta (µg/mg) 92±7 95±6 82±11 93±5

Calcio riñón (µg/mg) 3,0 (1,9-4,0) 562,8 (200,2-636,3)* 0 (0-3,3) 20,7 (3,7-123,8)*

WT: ratón salvaje; TG: ratón transgénico; IRC: insuficiencia renal crónica. *p<0,05 con respecto a su respectivo Sham.

Figura 1. Niveles de expresión génica de Runx2 (uni-
dades relativas) en aorta en los distintos grupos. WT:
ratón salvaje; TG: ratón transgénico; IRC: insuficiencia
renal crónica
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Figura 2. Cambios a nivel óseo; WT: ratón salvaje; TG: ratón transgénico; IRC: insuficiencia renal crónica. A) Volumen
óseo trabecular (BV/TV) en los distintos grupos. *p<0,05 respecto a su respectivo Sham. B) Separación trabecular
(Tb.Sp) en los distintos grupos. *p<0,001 respecto a su respectivo Sham. C) Número de trabéculas (Tb.N) en los dis-
tintos grupos. *p<0,05 respecto a su respectivo Sham. D) Porosidad trabecular (Tb.Po) en los distintos grupos. *p<0,05
respecto a su respectivo Sham 

Figura 3. A) Actividad basal de la enzima catalasa en CMLV de ratones WT y TG. B) Expresión proteica en unidades
relativas de la enzima catalasa en CMLV de ratones WT y TG mediante Western Blot; WT: ratón salvaje; TG: ratón
transgénico. *p<0,001 respecto al grupo WT

Figura 4. Efecto de la adición de medio calcificante (Ca y P) en CMLV de ratones WT y TG sobre: A) El contenido en
calcio durante 8 días. B) La expresión proteica de Runx2 durante 8 días (se muestran los valores de la cuantificación
deansitométrica vs. GAPDH) mediante Western Blot. WT: ratón salvaje; TG: ratón transgénico. *p<0,05 vs. control
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Discusión
En este trabajo hemos podido confirmar que la
sobreexpresión de la enzima antioxidante catalasa
en un modelo murino protege del proceso de calci-
ficación vascular y del deterioro óseo. En las CMLV
de estos mismos ratones se observó un descenso en
los niveles de especies reactivas de oxígeno, pero
también de proteínas osteogénicas como Runx2. 

A nivel bioquímico, resultó particularmente
notorio el aumento de FGF23 en los animales WT
con IRC respecto al grupo Sham (10 veces), efec-
to menos marcado en los TG con IRC cuyo
aumento fue de 2 veces respecto a su grupo con-
trol (Sham). Algunos autores han postulado el
papel de FGF23 como inductor del proceso de
calcificación11,12, e incluso se ha asociado sus altos
niveles con mortalidad en enfermos renales13. Por
otro lado, FGF23 inhibe la expresión génica de
Cyp27b1 que codifica la 1-alfa hidroxilasa renal
suprimiendo la síntesis de calcitriol a partir de su
precursor 25 hidroxivitamina D314. Pero, además,
FGF23 activa la expresión génica de Cyp24 que
codifica la 24 hidroxilasa la enzima que hidroliza

e inactiva el calcitriol15. Todo ello contribuye al
descenso de la síntesis de calcitriol, pero también
a su degradación con el resultado de un descenso
de los niveles de vitamina D, factor que podría
inducir la calcificación vascular como ha sido
demostrado en estudios epidemiológicos16,17. 

El contenido en calcio en aorta en los ratones
TG con IRC fue similar al de los ratones WT con
IRC. Si bien este hecho puede parecer paradójico y
contradictorio al resto de resultados observados, el
grupo de Giachelli y cols. ha confirmado la ausen-
cia de calcificación en la aorta en la misma cepa de
ratones utilizada para la generación del transgéni-
co18. No obstante, el efecto protector de la sobrex-
presión de catalasa evitando el acúmulo de calcio
se observó en otro tejido blando como el riñón.

Por otro lado, los niveles elevados de FGF23 se
han asociado con supresión de la diferenciación
osteoblástica y de la mineralización de la matriz
ósea in vitro19. Esto tal vez podría explicar el efec-
to negativo de la IRC sobre el deterioro óseo en los
ratones WT y en mucho menor grado en los rato-
nes TG. Recientes estudios de nuestro grupo, han
demostrado un deterioro óseo en un modelo de
ratas con IRC y niveles elevados de fósforo, FGF23
y PTH. En este mismo trabajo, estudios de silencia-
miento del gen han confirmado que solo FGF23
tiene un efecto directo activando Dkk120, inhibidor
de la vía de Wnt que participa en la inactivación de
la vía. De este modo, niveles elevados de FGF23,
como los observados en nuestro modelo experi-
mental en ratones WT con IRC, podrían haber con-
tribuido al descenso en la densidad mineral ósea a
través de una inactivación de la vía de Wnt. 

El incremento de las especies reactivas de oxíge-
no contribuye al aumento de proteínas osteogéni-
cas, siendo un estímulo para el inicio del proceso de
calcificación7,8. Este efecto ha sido observado en las
CMLV de ratones WT sometidas a estímulos calcifi-
cantes. Sin embargo, en las CMLV de ratones TG,
sometidas a un estímulo calcificante, no solo no
aumentó la expresión de especies reactivas de oxí-
geno sino que disminuyó, al igual que ocurrió con
la expresión proteica de Runx2, proteína osteogéni-
ca y marcador temprano del proceso de calcifica-
ción. De hecho, se ha señalado la importancia del
peróxido de hidrógeno como un segundo mensaje-
ro implicado en la señalización intracelular regulada
por estrés oxidativo21. Un descenso del peróxido de
hidrógeno por la sobreexpresión de catalasa contri-
buiría a un menor estrés oxidativo y un descenso
del proceso de calcificación vascular a través de una
inhibición de Runx2. 

A la vista de los resultados obtenidos, se hace
necesario conocer los mecanismos por los que la
disminución del estrés oxidativo confiere una ven-
taja tanto a nivel vascular como óseo. La disminu-
ción del proceso inflamatorio, el mantenimiento
de los niveles proteicos de klotho renal, principal
molécula implicada en el envejecimiento, o la
regulación de la vía de Wnt podrían ayudar a
explicar este diferente comportamiento, por lo
que se hace necesario seguir profundizando en
este campo. 

Figura 5. Efecto de la adición de medio calcificante (Ca
y P) sobre los niveles de especies reactivas de oxíge-
no mitocondriales en CMLV de ratones WT y TG. U.R.:
unidades relativas de fluorescencia de la sonda
DHR123. WT: ratón salvaje; TG: ratón transgénico.
*p<0,05 respecto al control

Figura 6. Efecto de la adición de medio calcificante (Ca
y P) en CMLV de ratones WT y TG sobre la expresión
proteica (unidades relativas) de catalasa a los 8 días de
cultivo mediante Western Blot. WT: ratón salvaje; TG:
ratón transgénico 
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En resumen, la sobreexpresión de la enzima
catalasa redujo el proceso de calcificación tanto in
vivo como in vitro, mostrando in vivo que ese des-
censo se acompañó de una mejora en los paráme-
tros óseos estudiados.  
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Resumen
Introducción: La obesidad y la osteoporosis (OP) son dos patologías muy prevalentes en nuestra socie-
dad actual. El efecto de la obesidad sobre la calidad ósea se encuentra en debate en la actualidad. 
Objetivo: Valorar el efecto del peso corporal sobre la microestructura y las propiedades biomecánicas de
hueso trabecular procedente de biopsias de extremidad proximal de fémur de pacientes con fractura de
cadera por fragilidad.
Material y método: Estudio transversal de 16 pacientes con fractura de cadera. 2 grupos según su IMC:
(A) sujetos normopeso y (B) con obesidad. Recogimos biopsias de hueso trabecular de cabeza femoral.
Valoramos determinaciones bioquímicas (PTH, 25(OH) vitamina D e IGF-1), marcadores de remodelado
óseo (PINP,CTX), masa ósea (DMO cuello y cadera total), microestructura ósea y estudio biomecánico (µCt).
El análisis estadístico: t-Student (SPSS 22.0) significación p<0,05.
Resultados: Todos los pacientes presentaron DMO de cadera en rango osteoporótico. El grupo de obe-
sos presentó niveles superiores de PTH e inferiores de IGF-1, vitamina D y PINP. No encontramos dife-
rencias en los parámetros relacionados con el metabolismo óseo.
El grupo de obesos presentó mejores índices microestructurales alcanzando la significación: mayor volu-
men óseo (BV/TV: 36,6±12,7 vs. 19,4±11,4%, BS/TV: 5,5±1,1 vs. 3,9±1,3%), mayor número de trabéculas
(Tb.N: 1,6±0,4 vs. 1,01±0,4), mayor anchura de trabéculas (Tb.Th: 0,22±0,003 vs. 0,17±0,05) y menor sepa-
ración trabecular (Tb.Sp: 0,51±0,12 vs. 0,66±0,16). Los parámetros biomecánicos confirman una mayor
resistencia del hueso trabecular en pacientes obesos.
Conclusión: La obesidad puede ser un factor protector de la calidad ósea en la región femoral y tiene
menos efecto sobre la densidad mineral ósea. 

Palabras clave: osteoporosis, obesidad, microestructura hueso trabecular, biomecánica, densidad mineral ósea, marcadores
remodelado óseo.
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Introducción
La obesidad y la osteoporosis (OP) son patologías
que vienen presentándose de forma epidémica
durante las últimas décadas. Ambas son enfermeda-
des de etiología multifactorial, de curso crónico y
con una importante morbimortalidad relacionadas
con las sociedades económicamente desarrolladas1,2.
La relación entre ellas ha sido ampliamente investi-
gada desde diferentes puntos de vista, incluyendo
estudios epidemiológicos, clínicos y de investiga-
ción básica, y se han propuesto diferentes nexos de
unión, tales como: 1) ambas  están influidas por fac-
tores genéticos y ambientales, o la interacción entre
ambos; 2) el envejecimiento se asocia con ellas, con
alta incidencia de pérdida ósea y adiposidad en la
médula ósea; 3) tanto remodelado óseo como obe-
sidad son regulados por un complejo de adipoqui-
nas y hormonas; 4) la actividad física mejora las dos
patologías; y 5) adipocitos y osteoblastos derivan de
progenitores comunes3.

La obesidad está determinada por un disbalance
en el que la ingesta calórica excede al consumo
durante un periodo prolongado3,4 y constituye un
factor de riesgo de hipertensión, dislipemia, diabetes
mellitus, enfermedad cardiovascular y algunas for-
mas de tumores5. La osteoporosis es una enfermedad
metabólica ósea caracterizada por un descenso en la
resistencia ósea debido a una reducción en la canti-
dad y/o calidad ósea, que conduce a un mayor ries-
go de fracturas espontáneas y traumáticas6.

Tradicionalmente, la obesidad se ha venido consi-
derando como un factor protector de la pérdida ósea
y de osteoporosis, por la relación positiva entre peso
corporal, o índice de masa corporal (IMC), con la den-
sidad mineral ósea (DMO), que es uno de los princi-
pales determinantes del riesgo de fractura osteoporó-

tica7. Este efecto beneficioso del peso corporal sobre
la DMO se ha relacionado fundamentalmente con la
mayor formación ósea, debido a la carga mecánica,
además de la contribución de hormonas derivadas
del tejido graso y su acción sobre el metabolismo
óseo6,8. Se ha visto que la incidencia de fracturas de
cadera está disminuida en sujetos con un elevado
IMC9, y al contrario un bajo IMC (inferior a 18 kg/m2)
se ha comprobado que es un factor de riesgo de
fractura osteoporótica10. Sin embargo, evidencias más
recientes, señalan que mientras el sobrepeso (IMC
entre 25-29 kg/m2) protege frente a la OP, la obesi-
dad (IMC >30) interfiere con la salud ósea11. Así, se
ha comprobado que las fracturas en los niños están
asociadas con alteraciones en la composición corpo-
ral, tales como un incremento en la adiposidad y en
la estructura ósea12 y se ha descrito un riesgo de osteo-
porosis y fracturas no vertebrales en sujetos con más
alta proporción de grasa corporal, independiente-
mente del peso11. Esto ha llevado a sugerir que la
relación entre el índice de masa corporal y la obesi-
dad, por un lado, y el riesgo de fractura por fragili-
dad y la DMO por otra parte es compleja. Un meta-
análisis publicado en 2014 demostró que más del
80% de las fracturas por osteoporosis (incluyendo la
cadera) se encontraron en las mujeres con un IMC
<30 kg/m2 13 y en mujeres obesas se ha visto que
existe una mayor prevalencia de fracturas de húme-
ro proximal y tobillo14,15.

En la obesidad también se han descrito alteracio-
nes en los parámetros relacionados con el metabo-
lismo óseo, tales como niveles insuficientes de vita-
mina D y elevados de PTH, junto con marcadores de
remodelado óseo de formación y reabsorción16, lo
cual apunta, una vez más, a un efecto negativo del
tejido graso sobre el óseo. Además, el metabolismo

Influence of obesity on microarchitecture and biomechanical properties
in patients with hip fracture

Summary
Introduction: Obesity and osteoporosis (OP) are two very prevalent diseases in our society today. The
effect of obesity on bone quality is currently a subject under discussion.
Objective: To assess the effect of body weight on the microstructure and biomechanical properties of tra-
becular bone biopsies from the proximal end of the femur in patients with hip fracture fragility.
Material and methods: Cross-sectional study of 16 patients with hip fracture. The 2 groups are divided accor-
ding to their BMI: (A) normal weight individuals and (B) those with obesity. We collected biopsies of can-
cellous bone from the femoral head and assessed biochemical determinations (PTH, 25 (OH) vitamin D and
IGF-1), bone remodeling markers (PINP, CTX), bone mass (BMD neck and total hip), bone microstructure
and biomechanical study (µCt). Statistical analysis: Student's t test (SPSS 22.0) significance p<0.05.
Results: All patients had hip BMD in osteoporotic range. The obese group had higher levels of PTH and lower
IGF-1, vitamin D and PINP. We found no differences in the parameters related to bone metabolism. The
obese group showed better indices reaching microstructural significance: increased bone volume (BV/TV:
36.6±12.7 vs 19.4±11.4%, BS/TV: 5.5±1.1 vs 3.9±1.3%), higher trabecular number (Tb.N: 1.6±0.4 vs 1,01±0,4),
greater trabecular width (Tb.Th: 0.22±0.003 vs 0.17±0.05) and lower trabecular separation (Tb.Sp: 0.51±0.12
vs 0.66±0.16). Biomechanical parameters confirm greater strength of trabecular bone in obese patients.
Conclusion: Obesity may be a protective factor of bone quality in the femoral region and has less effect
on bone mineral density.

Key words: osteoporosis, obesity, microstructure trabecular bone, biomechanics, bone mineral density, bone turnover markers.
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energético está estrechamente vinculado a la res-
puesta osteoblástica frente a la insulina regulando la
homeostasis y remodelado óseo. En estadios de nor-
maglucemia, la insulina estimula osteoblastogénesis
y la producción de RANKL induciendo a un aumen-
to del recambio óseo. Por otro lado, la liberación al
medio de osteocalcina descarboxilada regula la pro-
ducción de insulina de manera endocrina17.

El efecto de la obesidad sobre la calidad ósea
también se encuentra en debate en la actualidad y
son muy pocos los estudios que han valorado la
microestructura y las propiedades del hueso en esta
patología. Así se ha señalado en mujeres premeno-
páusicas con obesidad una relación inversa entre la
masa grasa y el índice Trabecular Bone Score (TBS),
valorado en columna lumbar, mientras que no había
relación con el análisis estructural de la cadera
(HSA)18. También se ha comunicado una reducción
de hueso cortical, por una mayor porosidad, y sin
embargo un aumento de la DMO trabecular volumé-
trica analizada por tomografía computarizada perifé-
rica19 y una correlación negativa de las propiedades
del hueso cortical, en los índices de resistencia (por
microindentación), con el IMC y la masa grasa total20.

Nuestro objetivo es valorar el efecto del peso
corporal sobre la microestructura y las propieda-
des biomecánicas de hueso trabecular procedente
de biopsias de extremidad proximal de fémur de
pacientes obesos frente a normopeso con fractura
de cadera por fragilidad.

Material y métodos
1. Diseño del estudio y sujetos
El presente trabajo es un estudio experimental,
analítico y transversal de casos y controles. Fue
aprobado por el Comité de Ética del Hospital
Virgen Macarena y el consentimiento informado
por escrito se obtuvo de todos los participantes.
Todos los pacientes incluidos accedieron a donar
sus muestras óseas para el estudio.

Los pacientes han sido incluidos de forma alea-
toria. Ingresaban en la Unidad de Gestión Clínica
de Traumatología del Hospital Universitario Virgen
Macarena para ser intervenidos de artrosplastia de
cadera por fractura osteoporótica por fragilidad o
por caída de altura inferior a la del individuo sin
mecanismo de aceleración, todos ellos mayores de
65 años. Incluimos 16 pacientes divididos en dos
grupos según IMC: 7 sujetos formaron el grupo A
con ICM <25, y 9 el grupo B con ICM >30.

Excluimos a los pacientes que tomaban medi-
cación con influencia sobre el metabolismo óseo
(antirresortivos, osteoformadores, corticoides y
anticonvulsivantes) y/o suplemento de vitamina D
o calcio. A todos ellos se les realizó la historia clí-
nica, determinaciones densitométricas, histomor-
fométricas y biomecánicas.

2. Datos clínicos
Se les realizó una historia clínica que incluía datos
de filiación; fecha de nacimiento; medidas antro-
pométricas: peso (kg); altura (cm) e índice de
masa corporal (IMC) (peso en kg/altura en m2).
Antecedentes de osteoporosis y fracturas previas. 

3. Determinaciones bioquímicas
Las determinaciones bioquímicas, a partir de las
muestras de suero, fueron realizadas en el Servicio
de Bioquímica del Hospital Universitario Virgen
Macarena (Sevilla).

Los parámetros que se determinaron fueron:
glucosa, hemoglobina glicosilada (HbA1c), calcio,
fósforo, factor de crecimiento de tipo insulínico 1
(IGF-I), fosfatasa alcalina total (FAT), telopéptido
carboxilo-terminal del colágeno tipo I (β-CrossLaps)
y propéptido amino-terminal del colágeno tipo I
(P1NP) en autoanalizador ADVIA 2400 (Siemens).
La vitamina D [25(OH)D3] y la PTH se determina-
ron mediante inmunoensayo quimioluminiscente
(CLIA) en el equipo de Inmunoensayo CP ADVIA
Centaur (Siemens). 

4. Valoración de la masa ósea
Cuantificamos la densidad mineral ósea (DMO) de
columna lumbar (L2-L4) y cadera (cadera total y
cuello femoral) mediante Absorciometría Dual de
Rayos X (DXA, Hologic-Discovery, Hologic Inc.,
Waltham, Massachusetts, EE.UU.). In vivo el CV
fue 1,40% (columna L2-L4), 2,9% (cuello de femur)
y 2,5% (cadera total).

5. Histomorfometría ósea y estudio biomecánico
El análisis microestructural de las biopsias se llevó
a cabo mediante microtomografía computarizada
(micro-TC) empleando el equipo comercial
SkyScan 1172, 100 kV, 1.3 MPixels. Se realizó el
escaneado de toda la muestra para reconstruir las
imágenes y utilizarlas para el análisis cuantitativo
y cualitativo de la microestructura ósea trabecular.
Para el análisis de dicha microestructura se
empleó el software proporcionado con el equipo
de microtomografía (CTAn 1.7.0.5). Las variables
cuantitativas que se determinaron fueron: fracción
volumétrica ósea (BV/TV), superficie específica
ósea (BS/BV), densidad de superficie ósea
(BS/TV), grosor trabecular (Tb.Th), número trabe-
cular (Tb.N), separación trabecular (Tb.Sp), grado
de anisotropía (DA), relación entre estructuras en
forma de platos y barras (como structural model
index, SMI) y conectividad trabecular (como tra-
becular pattern factor, Tb.Pf).

Las muestras se sometieron a un test mecánico
de compresión monoaxial hasta su rotura con el
objetivo de evaluar las propiedades mecánicas elás-
tico-plásticas de la biopsia (Microtest EM1/10/FR/m)
a una velocidad de carga constante y empleando
una célula de carga de 1 kN o de 10 kN, una vez
obtenida la curva de fuerza-desplazamiento se
determinó el módulo elástico de Young (E), la dure-
za (u), la tensión máxima soportada (σ), la fuerza
máxima alcanzada (F), la rigidez (S) y la energía
necesaria para fracturar (U).

6. Análisis estadístico
Las variables fueron analizadas para la distribu-
ción de la normalidad mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Se realizó la prueba t de
Student para determinar diferencias estadística-
mente significativas entre los dos grupos.
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Para el manejo estadístico de resultados se ha uti-
lizado el paquete SPSS versión 22.0 para Windows
(IBM Corp., Armonk, Nueva York, EE.UU.). En
todos los casos se consideró como nivel de signi-
ficación p<0,05.

Los datos son expresados como media ± DS.

Resultados
Las características antropométricas y la DMO de
cadera, cuello de fémur y columna se muestran en
la tabla 1. Ambos grupos fueron similares en cuan-
to a edad, peso y estilo de vida. Los valores de
DMO, expresados de forma absoluta y la T-score de
cadera, cuello de fémur y de columna son inferiores
en el grupo de normopeso, obteniendo la mayor
diferencia en la T-score de cadera de -2,87±0,84 en
sujetos con normopeso y -1,67±1,07 en sujetos con
obesidad aunque estas diferencias no fueron esta-
dísticamente significativas. 

El FRAX® riesgo a 10 años de fractura mayor y
de cadera fue menor en los pacientes obesos que
en los pacientes con un IMC <25 Kg/m2 aunque
no fue estadísticamente significativo.

El análisis bioquímico, de parámetros relacio-
nados con el metabolismo óseo, se muestra en la
tabla 2. No observamos diferencias entre ambos
grupos de estudio. Cabe destacar que los niveles
de vitamina D se encontraron por debajo de 20
ng/mL en casi todos los pacientes estudiados
independientemente del IMC del paciente.

Los índices microestructurales muestran diferen-
cias en la microarquitectura del hueso esponjoso
entre ambos grupos (Figura 1). El grupo de sujetos
obesos presenta mayor BV/TV (p=0,015), BS/TV
(p=0,015), Tb.Th (p=0,04) y Tb.N (p=0,007).

Además, tienen menor separación trabecular Tb.Sp
(p=0,038) y valores inferiores de Tb.Pf (p=0,015) y
SMI (p=0,012). Indicando todo ello una mejor
microestructura ósea en los sujetos osteoporóticos
obesos frente a los con normopeso. 

Los parámetros biomecánicos estudiados
(Figura 2) confirman una mayor resistencia del
hueso trabecular en pacientes obesos respecto a
los sujetos con normopeso. El grupo obeso mos-
tró una rigidez mayor, tanto en la rigidez debida a
las características estructurales (p=0,029), como a
la debida a las propiedades del material de hueso:
el módulo de Young (p=0,01), la tensión máxima
(p=0,036) y la fuerza máxima alcanzada (p=0,034).
Además, la energía necesaria para fracturar al
hueso osteoporótico obeso es el doble que en los
sujetos con normopeso, aunque esta diferencia no
llegó a alcanzar significación estadística.

Discusión 
El efecto de la obesidad sobre el tejido óseo toda-
vía no está claro. Si bien es conocido que las
mujeres obesas tienen reducido el volumen de
hueso cortical e incrementado el volumen del
hueso trabecular19, existen pocos datos sobre la
repercusión en la microestructura y/o biomecáni-
ca del hueso de personas obesas.

Nuestros resultados señalan un efecto positivo
del peso corporal sobre parámetros de microar-
quitectura y biomecánica en hueso trabecular. A
pesar de que ambos grupos de estudio han pre-
sentado fractura de cadera, con valores de DMO
semejantes, las características de calidad ósea son
mejores en el grupo de personas obesas que en
personas con normopeso. 

Tabla 1. Características antropométricas, FRAX® y DMO (media ± desviación estándar)

Normopeso Obesos p

Género (♂/♀�) 3/4 2/7

Edad (años) 78±9 79±7

Altura (cm) 157±9 153±8

Peso (kg) 55,07±9,7 81,53±12,4

IMC (kg/m2) 22,1±2,4 33,8±3,6 0,000

10 años de riesgo de fractura mayor (FRAX®) 16,5±9,8 13,8±12,0

10 años de riesgo de fractura de cadera (FRAX®) 11,8±8,3 7,6±9,8

DMO cuello fémur (gHA/cm2) 0,456±0,16 0,52±0,09

DMO cadera (gHA/cm2) 0,589±0,10 0,759±0,17

T-score cuello -3,47±1,36 -3,02±0,64

T-score cadera -2,87±0,84 -1,67±1,07

DMO columna (gHA/cm2) 0,81±0,05 0,86±0,85

T-score columna -2,57±0,67 -2,17±0,64
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El estudio por micro-CT de las biopsias de hueso
trabecular de la cabeza de fémur procedentes de los
pacientes fracturados obesos, nos indica que pre-
sentan una mayor cantidad de hueso, en relación
con el volumen corporal total, una mayor densidad
ósea y mayor número de trabéculas, siendo además
éstas más anchas. A la vez, también obtuvimos que
las trabéculas tienen menor separación entre ellas.
Todos estos valores microestructurales correlacio-
nan con los valores obtenidos en los estudios de
biomecánica en los que observamos como el hueso
trabecular de los pacientes obesos presentan una
mayor rigidez y un mayor modelo de Young que el
grupo de sujetos con un IMC <25 kg/m2.  

Consideramos que este efecto sobre la micro-
arquitectura puede ser debido a dos hechos fun-
damentales: a factores hormonales y/o mecánicos.
A nivel hormonal, el incremento de la aromatiza-
ción de los estrógenos a andrógenos que se da en
el tejido adiposo, produce una disminución de las
hormonas sexuales unidas a globulina, una mayor
transformación de las hormonas suprarrenales a
estronas a nivel periférico e hiperinsulinemia, lo
cual conlleva un efecto mitógeno en los osteoblas-
tos21. Además, estos pacientes, al soportar mayor
peso, tiene una mayor actividad mecánica sobre el
hueso que también puede actuar de manera esti-
muladora para la osteogénesis19,21-23. 

El efecto positivo del peso corporal sobre el
tejido óseo también nos lleva a cuestionar si el
tejido graso, muscular o ambos, en mayor o
menor cuantía, son los responsables de estos
resultados. Si es la mayor cantidad de tejido graso
o el muscular la responsable de este efecto bene-
ficioso esquelético no podemos asegurarlo, ya que
no disponemos de datos sobre composición hor-
monal ni de niveles séricos de adipoquinas y mio-
quinas en estos sujetos. 

Nuestros resultados no concuerdan con los de
otros autores que señalan una peor microestructu-

ra ósea de fémur en personas obesas24. Sin embar-
go, estos autores no presentan resultados de biop-
sias óseas sino que los valores microestructurales
son evaluados por DXA. Recientemente Shen et
al., en un estudio similar, no han encontraron
tales diferencias concluyendo que el tejido adipo-
so puede interferir en los valores obtenidos ya que
por DXA, los tejidos blandos que rodean el hueso,
pueden dar una lectura errónea en la medida del
área ósea y por tanto de la cantidad de contenido
mineral óseo25,26.

La obesidad se asocia a una mayor masa ósea
y a un menor riesgo de fracturas de cadera. Sin
embargo, otras fracturas como las de tobillo u
húmero tienen una mayor incidencia en personas
obesas27. En nuestro caso, la DMO fue comparable
en ambos grupos de estudio, la probabilidad de
fractura según FRAX® también fue semejante entre
sujetos con normopeso y obesos, pero hemos de
considerar que en todos nuestros pacientes ya
estaba presente la fractura de cadera, no había
una mayor incidencia de fracturas previas en las
personas obesas respecto a las de normopeso.

Nuestros pacientes obesos presentan ligeros
aumentos de los niveles de PTH y menores de
vitamina D y P1NP. En mujeres sanas post-meno-
páusicas los valores de PTH correlacionan positi-
vamente con el IMC19 y están descritos bajos nive-
les de vitamina D. Estos menores niveles de vita-
mina D se han atribuido a una mayor absorción de
dicha hormona por parte de los adipocitos28 y a
una menor exposición solar, debida a la menor
movilidad que presentan los sujetos obesos29. Por
otro lado, está descrito que los pacientes obesos
tienden a tener una menor actividad del remode-
lado óseo; se desconoce si esto es debido al efec-
to de otras enfermedades asociada a la obesidad
como la diabetes mellitus tipo 2, entre otras, y/o
por efecto de las adipoquinas y mioquinas sobre
el remodelado21,29.

Tabla 2. Valores bioquímicos (media ± DE) 

Normopeso Obesos 

Glucosa (mg/dL) 98,33±33,5 129,5±32,5

HbA1c (%) 5,7±1,4 6,0±0,8

IGF-1 (ng/mL) 75,16±42,7 42,37±12,51

PTH (pg/mL) 46,5±32 3 76,4±46,7

β-CrossLaps (µg/mL) 0,8±0,5 0,7±0,3

P1NP (ng/mL) 89,4±57,5 54,1±36,5

Calcio (mg/dL) 9,6±0,5 9,1±0,1

Fósforo (mg/dL) 3,6±1,1 2,9±0,4

Fosfatasa alcalina total (U/L) 229,8±28,2 211,37±67,5

25-hydroxivitamina D (ng/mL) 12,9±9,1 9,3±4,6
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Nuestro estudio tiene varias limitaciones: la
principal es el tamaño de la muestra, que es rela-
tivamente pequeño, pero los datos obtenidos de
microestructura y biomecánica, que eran el objeti-
vo de nuestro estudio, son bastante contundentes
y con fuerza estadística. No disponemos de nive-
les séricos de adipoquinas y hormonas derivadas
del tejido graso para poder relacionarlos con los
parámetros microestructurales y biomecánicos

En conclusión, podemos decir que las medicio-
nes de las biopsias de hueso trabecular procedentes
de la cabeza del fémur, nos indican que los pacien-
tes obesos presentan mejores propiedades biomecá-

nicas y mejor microarquitectura ósea que los pacien-
tes con normopeso, mostrando un efecto beneficio-
so del peso corporal sobre la calidad del hueso. 
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cimiento a todos los participantes en el estudio y
para el personal de la Unidad de Gestión de
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he estado financiado por el Proyecto de
Investigación de Excelencia de la Junta de
Andalucía (España) (CTS-5360/09) y por el ISCIII
2013-RED 12-0043 (RETICEF).

Figura 1. Comparación de los parámetros estructurales entre pacientes con normopeso (A) y obesos (B)

BV/TV: fracción volumétrica ósea; BS/BV: superficie específica ósea; BS/TV: densidad de superficie ósea; Tb.Th: grosor
trabecular; Tb.N: número trabecular; Tb.Sp: separación trabecular; DA: grado de anisotropía; SMI: Structural model
index; Tb.Pf: conectividad trabecular.
Los valores se expresan como media ± DE. *valores estadísticamente significativos.
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Figura 2. Comparación de los parámetros biomecánicos entre los dos grupos de estudio: sujetos normopeso (A)
y obesos (B)

Los parámetros representados son: módulo elástico de Young (E); dureza (u); tensión máxima soportada (σ); fuerza
máxima alcanzada (F); rigidez (S); energía necesaria para fracturar (U).
Los valores se expresan como media ± DE. *valores estadísticamente significativos. 

*

E
 (

M
P
a)

600

400

200

0
A B

*

σ
(M

P
a)

12

9

6

3

0
A B

*

S 
(N

/m
m

)

1000

800

600

400

200

0
A B

u
 (

M
P
a)

0,3

0,2
A B

*

F 
(N

)

150

100

50

0
A B

U
 (

m
J)

25

20

15

10

5

0
A B

Conflicto de intereses: Los autores declaran no
tener conflicto de intereses en relación con este
trabajo.

Ética: El estudio fue aprobado por el Comité de
Ética Institucional (HUV Macarena, Sevilla,
España) y el consentimiento informado se obtuvo
de cada participante.

Bibliografía

1. Mitchell NS, Catenacci VA, Wyatt HR, Hill JO. Obesity:
overview of an epidemic. Psychiatr Clin North Am.
2011;34(4):717-32. 

2. Hernlund E, Svedbom A, Ivergård M, Compston J,
Cooper C, Stenmark J, et al. Osteoporosis in the
European Union: medical management, epidemiology
and economic burden. A report prepared in collaboration
with the International Osteoporosis Foundation (IOF)
and the European Federation of Pharmaceutical Industry
Associations (EFPIA). Arch Osteoporos. 2013;8:136. 

3. Migliaccio S, Greco EA, Fornari R, Donini LM, Lenzi A.
Is obesity in women protective against osteoporosis?
Diabetes Metab Syndr Obes. 2011;4:273-82. 

4. Rössner S. Obesity: the disease of the twenty-first century.
Int J Obes Relat Metab Disord. 2002;26(Suppl 4):S2-4. 

5. Sowers JR. Obesity as a cardiovascular risk factor. Am
J Med. 2003;115 Suppl:37S-41S. 

6. Consensus development conference: prophylaxis and
treatment of osteoporosis. Am J Med. 1991;90(1):107-10. 

7. Ravn P, Cizza G, Bjarnason NH, Thompson D, Daley M,
Wasnich RD, et al. Low body mass index is an important
risk factor for low bone mass and increased bone loss in
early postmenopausal women. Early Postmenopausal
Intervention Cohort (EPIC) study group. J Bone Miner
Res. 1999;14(9):1622-7. 

8. Colaianni G, Brunetti G, Faienza MF, Colucci S, Grano M.
Osteoporosis and obesity: Role of Wnt pathway in human
and murine models. World J Orthop. 2014;5(3):242-6. 

9. De Laet C, Kanis JA, Odén A, Johanson H, Johnell O,
Delmas P, et al. Body mass index as a predictor of frac-
ture risk: a meta-analysis. Osteoporos Int. 2005;16(11):
1330-8. 

10. Mafi Golchin M, Heidari L, Ghaderian SM, Akhavan-Niaki
H. Osteoporosis: A Silent Disease with Complex Genetic
Contribution. J Genet Genomics. 2016;43(2):49-61. 



27
ORIGINALES / Rev Osteoporos Metab Miner. 2017;9(1):20-27

11. Zhao L-J, Jiang H, Papasian CJ, Maulik D, Drees B,
Hamilton J, et al. Correlation of obesity and osteopo-
rosis: effect of fat mass on the determination of osteo-
porosis. J Bone Miner Res. 2008;23(1):17-29. 

12. Migliaccio S, Falcone S, Spera G. Bone modeling and
remodeling: from biology to clinical application. Aging
Clin Exp Res. 2004;16 (Suppl 3):20-2. 

13. Yu EW, Thomas BJ, Brown JK, Finkelstein JS.
Simulated increases in body fat and errors in bone
mineral density measurements by DXA and QCT. J
Bone Miner Res. 2012;27(1):119-24. 

14. Compston JE, Flahive J, Hosmer DW, Watts NB, Siris ES,
Silverman S, et al. Relationship of weight, height, and
body mass index with fracture risk at different sites in
postmenopausal women: the Global Longitudinal
study of Osteoporosis in Women (GLOW). J Bone
Miner Res. 2014;29(2):487-93. 

15. Johansson H, Kanis JA, Odén A, McCloskey E,
Chapurlat RD, Christiansen C, et al. A meta-analysis of
the association of fracture risk and body mass index in
women. J Bone Miner Res. 2014;29(1):223-33. 

16. Schollenberger AE, Heinze JM, Meile T, Peter A,
Königsrainer A, Bischoff SC. Markers of bone metabo-
lism in obese individuals undergoing laparoscopic sle-
eve gastrectomy. Obes Surg. 2015;25(8):1439-45. 

17. Lecka-Czernik B, Stechschulte LA. Bone and fat: a rela-
tionship of different shades. Arch Biochem Biophys.
2014;561:124-9.

18. Schorr M, Dichtel LE, Gerweck A V, Torriani M, Miller KK,
Bredella MA. Body composition predictors of skeletal
integrity in obesity. Skeletal Radiol. 2016;45(6):813-9. 

19. Sukumar D, Schlussel Y, Riedt CS, Gordon C, Stahl T,
Shapses SA. Obesity alters cortical and trabecular bone
density and geometry in women. Osteoporos Int.
2011;22(2):635-45. 

20. Sundh D, Rudäng R, Zoulakis M, Nilsson AG, Darelid A,
Lorentzon M. A. High amount of local adipose tissue is
associated with high cortical porosity and low bone

material strength in older women. J Bone Miner Res.
2016;31(4):749-57. 

21. Palermo A, Tuccinardi D, Defeudis G, Watanabe M,
D'Onofrio L, Lauria Pantano A, et al. BMI and BMD: The
potential interplay between obesity and bone fragility.
Int J Environ Res Public Health. 2016;13(6). pii: E544. 

22. Evans AL, Paggiosi MA, Eastell R, Walsh JS. Bone den-
sity, microstructure and strength in obese and normal
weight men and women in younger and older adul-
thood. J Bone Miner Res. 2015;30(5):920-8. 

23. Lecka-Czernik B, Stechschulte LA, Czernik PJ, Dowling AR.
High bone mass in adult mice with diet-induced obe-
sity results from a combination of initial increase in
bone mass followed by attenuation in bone formation;
implications for high bone mass and decreased bone
quality in obesity. Mol Cell Endocrinol. 2015;410:35-41. 

24. Shen J, Leslie WD, Nielson CM, Majumdar SR, Morin SN,
Orwoll ES. Associations of body mass index with incident
fractures and hip structural parameters in a large cana-
dian cohort. J Clin Endocrinol Metab. 2016;101(2):476-84. 

25. Yu EW, Thomas BJ, Brown JK, Finkelstein JS. Simulated
increases in body fat and errors in bone mineral den-
sity measurements by DXA and QCT. J Bone Miner Res.
2012;27(1):119-24.

26. Nelson L, Gulenchyn KY, Atthey M, Webber CE. Is a
fixed value for the least significant change appropria-
te? J Clin Densitom. 2010;13(1):18-23. 

27. Prieto-Alhambra D, Premaor MO, Fina Avilés F,
Hermosilla E, Martinez-Laguna D,Carbonell-Abella C, et
al. The association between fracture and obesity is site-
dependent: a population-based study in postmenopau-
sal women. J Bone Miner Res. 2012;27(2):294-300. 

28. Wortsman J, Matsuoka LY, Chen TC, Lu Z, Holick MF.
Decreased bioavailability of vitamin D in obesity. Am
J Clin Nutr. 2000;72(3):690-3. 

29. Mpalaris V, Anagnostis P, Goulis DG, Iakovou I. Complex
association between body weight and fracture risk in
postmenopausal women. Obes Rev. 2015;16(3):225-33. 



ORIGINALES / Rev Osteoporos Metab Miner. 2017;9(1):28-34
28

Roca-Ayats N1, Cozar Morillo M1, Gerousi M1, Czwan E2, Urreizti R1, Martínez-Gil N1, García-Giralt N3, Mellibovsky L3, Nogués X3,
Díez-Pérez A3, Balcells S1, Grinberg D1

1 Departamento de Genética, Microbiología y Estadística - Facultad de Biología - Universidad de Barcelona - CIBERER (Centro de Investigación en Red
de Enfermedades Raras) - IBUB (Instituto de Biomedicina de la Universidad de Barcelona) - Barcelona (España)
2 Laboratorios Roche Diagnostics Deutschland GmbH - Mannheim (Alemania)
3 Unidad de Investigación de Patología Ósea y Articular (URFOA) - IMIM (Instituto Hospital del Mar de Investigaciones Médicas) - Parque de Salud
Mar - RETICEF (Red Temática de Investigación Cooperativa en Envejecimiento y Fragilidad) - Barcelona (España)

Identificación de variantes genéticas
asociadas con la densidad mineral
ósea (DMO) en el gen FLJ42280

Correspondencia: Daniel Grinberg - Departamento de Genética, Microbiología y Estadística - Facultad de Biología -
Avda. Diagonal, 643 - 08028 Barcelona (España)
Correo electrónico: dgrinberg@ub.edu

Fecha de recepción: 15/10/2016
Fecha de aceptación: 15/12/2016

Trabajo premiado con una beca de Investigación FEIOMM 2014.

Resumen
FLJ42280 es un posible gen de susceptibilidad a la osteoporosis. Distintos estudios de GWAs han identi-
ficado 4 SNPs no-codificantes en este gen que se asocian a la densidad mineral ósea (DMO) y el riesgo
de fractura.
Para descubrir la causa de la asociación entre estos SNPs y la osteoporosis, se realizó una búsqueda de
variantes genéticas mediante resecuenciación de 28 kb que contienen el gen, en una selección truncada
de mujeres con DMO muy baja (n=50) o muy alta (n=50) de la cohorte BARCOS (Barcelona Cohorte
Osteoporosis, cohorte de mujeres postmenopáusicas de Barcelona). Las variantes encontradas se filtraron
y se analizó su frecuencia en cada grupo. Se analizó el solapamiento de las variantes con elementos fun-
cionales del proyecto ENCODE y también se calculó el desequilibrio de ligamiento entre los SNPs de la
región. Finalmente, se hizo un análisis de eQTL de los 4 SNPs no-codificantes respecto a los niveles de
expresión de genes cercanos a FLJ42280 en linfoblastos.
Se seleccionaron 110 variantes. Las diferencias de sus frecuencias entre los dos grupos estuvieron por deba-
jo del poder estadístico del diseño experimental. Sin embargo, 3 variantes solaparon con posibles enhancers
y una solapó con un enhancer activo en osteoblastos (rs4613908). Se observó un fuerte desequilibrio de
ligamiento entre los 4 SNPs no-codificantes y el SNP rs4613908, que pertenecen a un bloque que abarca
el gen casi por completo. Ninguno de los SNPs no-codificantes mostró asociación con los niveles de
expresión de genes cercanos a FLJ42280. 
En conclusión, el SNP rs4613908 podría estar implicado funcionalmente en la determinación de la DMO.
Serán necesarios experimentos concretos para confirmarlo.
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Introducción
La osteoporosis es una enfermedad compleja caracte-
rizada por baja masa ósea y deterioro de la microar-
quitectura del tejido óseo que conduce a un mayor
riesgo de fractura. Por ejemplo, en EE.UU. se produ-
cen 1,5 millones de nuevos casos de fracturas cada
año, lo que representa una enorme carga económica
para los sistemas de atención de la salud. La osteopo-
rosis se define clínicamente a través de la medición de
la densidad mineral ósea (DMO), que sigue siendo el
mejor predictor de fractura1,2. Estudios de heredabili-
dad utilizando gemelos o familias han demostrado
que el 50-85% de la variación en la densidad mineral
ósea está determinada genéticamente3. Las fracturas
osteoporóticas también muestran heredabilidad inde-
pendiente de la densidad mineral ósea4.

Los estudios de asociación en genoma completo
(GWAs) han ampliado muchísimo la comprensión
de la arquitectura genética de enfermedades comu-
nes y complejas5. Esta aproximación genómica está
proporcionando información clave sobre los meca-
nismos de la enfermedad, con perspectivas para el
diseño de estrategias más eficaces de evaluación del
riesgo de enfermedad y para el desarrollo de nuevas
intervenciones terapéuticas6. Sin embargo, las varian-
tes genéticas que se identifican en los GWAs se
encuentran con frecuencia en las zonas no-codifi-
cantes del genoma, cuya posible función es menos
conocida y en muchos casos estas señales pueden
estar en desequilibrio de ligamiento con variantes
causales que no han sido genotipadas. El meta-aná-
lisis de GWAs para DMO y fractura osteoporótica de
Estrada et al.7 identificó hasta 56 loci genómicos aso-
ciados con la DMO, 14 de los cuales también esta-
ban asociados con las fracturas osteoporóticas. Uno

de los SNPs cuya asociación con ambos fenotipos
mostró una significación más sólida (rs4727338) se
encuentra en una región intrónica del gen FLJ42280,
señalándolo como un locus de susceptibilidad para
la osteoporosis (Figura 1). Otros trabajos de GWA
demostraron que otros SNPs intrónicos del mismo
gen (rs7781370, rs10429035 y rs4729260) también se
asociaban con la DMO8,9. FLJ42280 es un gen muy
poco estudiado, cuya relación con la biología del
hueso se desconoce.

En este contexto, el objetivo de este trabajo fue
dar sentido a esta asociación mediante la determi-
nación de cuál es la variante causal. ¿Es rs4727338
el SNP causal o hay otro SNP en desequilibrio de
ligamiento con él que sea el verdadero SNP fun-
cional? Para ello, hemos explorado la variabilidad
genética de la región genómica donde se encuen-
tra el gen FLJ42280 y hemos abordado la funcio-
nalidad de estas variantes por enfoques diferentes.
En primer lugar, por resecuenciación de la región
en mujeres con DMO extremadamente alta o
extremadamente baja para buscar variantes con
una distribución desequilibrada entre los dos gru-
pos; en segundo lugar, estudio bioinformático de
la superposición de las variantes halladas con
señales funcionales definidas en el proyecto
ENCODE (The Encyclopedia of DNA Elements) y
finalmente evaluación del posible papel como
eQTLs de algunas de las variantes halladas.

Material y métodos
Selección de la muestra de estudio
La muestra de este estudio está formada por 100
mujeres de la cohorte BARCOS10. Esta cohorte está
compuesta por unas 1.500 mujeres postmenopáu-

Identification of genetic variants associated with bone mineral
density (BMD) in the FLJ42280 gene
Summary
FLJ42280 is a possible gene for susceptibility to osteoporosis. Different studies of GWAs have identified
4 non-coding SNPs in this gene associated with bone mineral density (BMD) and fracture risk.
In order to ascertain the cause of the association between these SNPs and osteoporosis, we searched for
genetic variants by resequencing the 28-kb gene, in a truncated selection of women with very low (n=50)
or very high BMD (N=50) of the BARCOS cohort (Barcelona Cohort Osteoporosis, cohort of postmenopau-
sal women in Barcelona). The variants found were filtered and their frequency analyzed in each group.
The overlap of the variants with functional elements of the ENCODE project was calculated. Finally, an
eQTL analysis of the 4 SNPs-coding was performed on the expression levels of FLJ42280 neighbor genes
in lymphoblasts.
In all, 110 variants were selected. The differences in their frequencies between the two groups were
below the statistical power of the experimental design. However, three variants overlapped with possi-
ble enhancers and one overlapped with an active enhancer in osteoblasts (rs4613908). A strong linkage
disequilibrium was observed between the 4 non-coding SNPs and the SNP rs4613908, which belong to a
block spanning the gene almost completely. None of the non-coding SNPs showed association with the
expression levels of FLJ42280 neighbor genes.
In conclusion, the SNP rs4613908 could be involved functionally in determining BMD. Tangible experi-
ments will be required to confirm this.

Key words: FLJ42280, bone mineral density, genetic variants, eQTLs, enhancers.
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sicas españolas monitorizadas en el Hospital del
Mar de Barcelona. Las mujeres diagnosticadas de
osteomalacia, de enfermedad de Paget, de algún
trastorno metabólico o endocrino, o que estuvie-
ran siguiendo una terapia de sustitución hormonal
o tratadas con fármacos que pudieran afectar la
masa ósea, fueron excluidas de la cohorte. Las
mujeres con una menopausia temprana (antes de
los 40 años) también fueron excluidas. La infor-
mación recogida para cada muestra fue la DMO,
la edad, la edad de menarquia, la edad de meno-
pausia, los años desde la menopausia, el peso y
la estatura. De cada paciente se obtuvieron mues-
tras de sangre y consentimientos informados
escritos, según las regulaciones del Comité Ético
de Investigación Clínica del Parque de Salud Mar.
La DMO (g/cm2) fue medida en el cuello del
fémur y en la columna lumbar. Se utilizó un den-
sitómetro de rayos X de energía dual para realizar
las medidas.

Se seleccionaron dos grupos de 50 muestras
con valores de DMO extremos, según el valor del
Z-score. Concretamente, los grupos consistieron
en las 50 muestras con el Z-score más alto (rango:
de 2,98 a 0,73) y las 50 muestras con el Z-score
más bajo (rango: de -2,41 a -4,26) de la cohorte
BARCOS.

Preparación de las muestras
genómicas
El ADN de cada mujer se extrajo
a partir de muestras de sangre
periférica. La concentración y la
calidad de las muestras de ADN
(ratios 260/280 y 260/230) se
midieron por espectrofotometría
en un aparato NanoDrop ND-
1000 (NanoDrop Products). Para
determinar la integridad del ADN,
se analizaron 5 µl de cada mues-
tra mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1%. Finalmente, las
muestras se normalizaron a una
concentración de 100 ng/µl.

Long-Range PCR (LR-PCR)
Se dividió una región genómica
de 28 kb (que contiene el gen
FLJ42280 [22 kb] junto con 3,8 kb
de región flanqueante a 5’ y 2 kb
de región flanqueante a 3’) en 7
fragmentos solapantes (Figura 2).
Los tamaños y las coordenadas de
estos 7 fragmentos y los pares de
cebadores utilizados para amplifi-
carlos, se muestran en la tabla 1.
Los fragmentos, de entre 2 y 5 kb,
se amplificaron mediante LR-PCR.
Cada reacción de LR-PCR incluyó:
100 ng de ADN genómico, 5 µl de
tampón Ex Taq “Magnesium +”
(20 mM Mg++; Takara) x10, mezcla
de dNTPs (a 2,5 mM cada uno),
Ex Taq polimerasa (5 U/µl) y
cebadores (20 µM), en un volu-

men final de 50 µl. Las reacciones se llevaron a cabo
en un termociclador GeneAmp® PCR System 2700
(Applied Biosystems). Cada fragmento requirió unas
condiciones de tiempo de elongación y temperatura
de hibridación distintas. El número total de amplico-
nes fue de 700 (100 muestras x 7 fragmentos). Se
comprobó la cantidad y calidad de todos los ampli-
cones mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%
p/v en tampón TBE x1.

Purificación y cuantificación de las muestras
Para eliminar los restos de los reactivos de la
PCR, los productos de PCR se purificaron utili-
zando placas de filtro de 96 pocillos con un
tamaño de poro adecuado (Pall Corporation). Se
aplicó el vacío (Vacuum Manifold, Merck
Millipore) y el ADN retenido en el filtro se resus-
pendió en 35 µl de agua milliQ. A continuación,
los productos de PCR se cuantificaron mediante
Quant-iT PicoGreen dsDNA Reagent and Kit (Life
Technologies), según las instrucciones del fabri-
cante. Brevemente, se construyó una curva están-
dar de concentraciones mediante medidas de emi-
sión de fluorescencia a 520 nm después de haber
excitado el ADN a 480 nm. La curva se utilizó pos-
teriormente para calcular la concentración del
ADN de las muestras.

Figura 1. Región genómica 7q21.3 con las señales de asociación a
DMO de los SNPs testados por Estrada et al.7. La coordenada entre la
posición genómica del SNP rs4727338 (eje x) y el –log10 del valor de
p (eje y) de su asociación con la DMO (eje y) está marcada con un
cuadro de línea roja. Dicho SNP muestra la mayor significación en esta
región. Los puntos de colores son las coordenadas del resto de SNPs
estudiados en la región. Cada color indica un grado distinto de des-
equilibrio de ligamiento entre cada SNP y el SNP rs4727338. El gen
FLJ42280 no está mostrado porque, en el momento en que se realizó
el meta-análisis de GWAs, este gen todavía no estaba anotado en el
genoma. Su localización entre SLC25A13 y SHFM1 se indica con un
óvalo rojo. Esta figura es una modificación de la que se presenta en
Estrada et al.7
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Normalización de las concen-
traciones de las muestras y
pooling
Las muestras en las placas se nor-
malizaron a una concentración de
5 ng/µl y, a continuación, se mez-
cló en un solo tubo 5 µl de cada
muestra de una placa (un tubo por
placa) mediante el The epMotion®

5075 Liquid Handling Workstation
(Eppendorf). Así, se obtuvieron 14
tubos con 250 µl cada uno, dos
para cada fragmento de PCR (DMO
alta y DMO baja). Los 14 pools se
concentraron hasta 5 veces utilizan-
do el Genevac EZ-2 evaporator
(Genevac SP Scientific) y se cuanti-
ficó cada tubo mediante Qubit® 2.0
Fluorometer (Life Technologies).
Finalmente, los fragmentos de PCR
se mezclaron equimolarmente en
dos tubos, uno para la DMO alta y
otro para la DMO baja.

Secuenciación masiva en paralelo
La secuenciación masiva de las muestras se llevó a cabo
en el Servicio de Genómica de los Centros Científicos y
Tecnológicos de la Universidad de Barcelona, utilizan-
do el GS 454 Junior System (Roche). Brevemente, se
fragmentó el ADN por nebulización, se prepararon
dos librerías marcadas con adaptadores (secuencias
de 10 nucleótidos) distintos, una para cada grupo,
que se mezclaron en un solo tubo. Seguidamente, se
amplificó la mezcla por PCR de emulsión y la librería
final se cargó en una placa picotiter dónde se llevó a
cabo la pirosecuenciación. Se realizaron 4 carreras de
secuenciación, correspondientes a 140 Mb de datos
finales (35 Mb/carrera). Este volumen de datos pro-
porciona una cobertura teórica de 40x para cada
muestra inicial.

Procesamiento de los datos de secuenciación
y selección de variantes
Las lecturas obtenidas de la secuenciación fueron
preprocesadas en base a su calidad y se alinearon
contra el genoma de referencia (GRCh37) utilizan-
do el programa GS Mapper (Roche). Las lecturas
se indexaron y filtraron utilizando SAMtools. Se
detectaron las variantes presentes en los dos gru-
pos mediante GATK utilizando parámetros de fil-
trado estándar11. Las variantes encontradas se prio-
rizaron según los siguientes criterios: se seleccio-
naron las variantes con una cobertura de al menos
1.000 lecturas, presentes en un 1% de las lecturas
y con un strand bias bajo. El número de lecturas
de las variantes que pasaron los filtros fue norma-
lizado por la cobertura y las variantes fueron cla-
sificadas entre comunes (con una frecuencia
mayor al 5%) y raras o de baja frecuencia (con una
frecuencia menor al 5%). 

Análisis funcional y estadístico de las variantes
Se compararon las frecuencias de cada variante
entre los dos grupos mediante un test exacto de

Fisher, aplicando la corrección de Bonferroni para
comparaciones múltiples. El análisis funcional de
las variantes consistió en mirar si estaban descritas
en bases de datos como dbSNP y 1000 Genomas
y, en caso afirmativo, buscar su MAF en la pobla-
ción europea e ibérica. Además, para las variantes
exónicas se observó qué cambio de aminoácido
suponían y su severidad predicha por SIFT,
PolyPhen y Provean. Para las variantes intrónicas,
se analizó la región que contiene la variante: luga-
res de hipersensibilidad a la DNAsa, unión de fac-
tores de transcripción, metilación del ADN, modifi-
caciones de histonas, regiones reguladoras, etc.
Todos estos datos fueron obtenidos de bases de
datos y repositorios como Ensembl, UCSC Genome
Browser, ENCODE, BioMart, MatInspector. También
se utilizó HaploReg para buscar anotaciones de
regulación. Finalmente, todas las variantes encon-
tradas fueron analizadas con el Variant Effect
Predictor de Ensembl y UCSC y con el SNP func-
tion prediction del Instituto Nacional de Ciencias
de la Salud Ambiental (National Institute of
Environmental Health Sciences) de los EE.UU.

Análisis del desequilibrio de ligamiento
Para calcular el desequilibrio de ligamiento entre
todas las variantes de la región genómica de
FLJ42280 se utilizaron los genotipos de los SNPs
presentes en la región y los haplotipos de los indi-
viduos de HapMap fase 3. Para calcular tal desequi-
librio y generar un gráfico se utilizó el software
HaploView. 

Análisis de eQTLs
Los SNPs que dieron significativos en los distintos
GWAs y el SNP rs4613908 fueron evaluados como
posibles eQTLs mediante dos aproximaciones: uti-
lizando el portal del proyecto GTEx y utilizando los
genotipos de esos SNPs en individuos de HapMap
y los niveles de expresión de genes en cis en los

Figura 2. En la región genómica de FLJ42280 estudios previos de GWA
han identificado 4 SNPs que muestran asociación con la DMO, cuyos
detalles se muestran en la tabla incluida en la figura. Para conocer
mejor la variabilidad de este locus, la región se subdividió en 7 frag-
mentos solapantes (flechas amarillas) para su resecuenciación en muje-
res con muy alta o muy baja DMO

SNP Alelos MAF
Posición genoma

GRCh37/hg19

Posición genoma

GRCh38/hg38
Paper

SNP1 rs7781370 T/C T=0.25 7: 96133531 7:96504219 Rivadeneira et al., 2009

SNP2 rs4727338 G/C G=0.25 7: 96120675 7: 96491363 Estrada et al., 2012

SNP3 rs10429035 G/A A=0.33 7: 96119481 7: 96490169 Zhang et al., 2014

SNP4 rs4729260 G/C G=0.25 7: 96117918 7: 96488606 Rivadeneira et al., 2009



ORIGINALES / Rev Osteoporos Metab Miner. 2017;9(1):28-34
32

mismos individuos. Concretamente, se obtuvieron
los genotipos de los SNPs de 210 individuos no
emparentados de la fase 1 y 2 de HapMap y los
niveles de expresión de los genes SHFM1,
SLC25A13 y DLX5 de una línea celular linfoblastoi-
de de los mismos individuos obtenidos. 

Resultados 
Variantes halladas y pistas sobre su función
La región genómica de FLJ42280 (28 kb) se rese-
cuenció masivamente en dos pools de DNA corres-
pondientes a las 50 mujeres con mayor DMO y las
50 mujeres con menor DMO de la cohorte BAR-
COS (ver detalles en Material y Métodos), a una
alta profundidad (alrededor 3.600x por grupo). Se
comparó el número y la frecuencia de las varian-
tes que se encontraron en cada grupo. Se identifi-
có un total de 110 variantes, de las cuales 18 eran
nuevas y 59 fueron variantes raras o de baja fre-
cuencia (Tabla 2). Se observó que el número de
variantes de baja frecuencia entre los dos grupos
extremos era equilibrado. Así mismo, se observó
que las diferencias de frecuencia de todas las
variantes estaban por debajo de la potencia esta-
dística del diseño, aunque 9 mostraron una ten-
dencia.

Para cada variante, se analizó su superposición
con elementos funcionales anotados en el genoma
por el proyecto ENCODE. Cuatro de las variantes
solaparon con posibles secuencias potenciadoras
de la transcripción (o enhancers) de osteoblastos
y de ellas una [SNP rs4613908; MAF(CEU)=0,39]
solapó con un enhancer activo en osteoblastos
(Figura 3).

Análisis de desequilibrio de ligamiento
También se estudió el desequilibrio de ligamiento
entre todas las variantes comunes en esta región. Se
creó un gráfico de desequilibrio de ligamiento (LD)

utilizando HaploView e información de haplotipos
del proyecto HapMap (Figura 4) y se observó que
hay un gran bloque de LD que incluye casi todo
el gen (a excepción de la región 3’ UTR) y que por
la parte upstream del gen se extiende 5 kb más
allá de la región resecuenciada. También se cons-
tató que los SNPs rs4613908 y rs4727338 (meta-
análisis de GWAs de Estrada et al.7) presentan una
gran desequilibrio de ligamiento entre ellos. 

Análisis de eQTLs
Para completar el análisis funcional, se realizó un
análisis de eQTLs. Disponiendo de los genotipos
de los cuatro SNPs asociados a la DMO, y del SNP
rs4613908 de 210 individuos del proyecto HapMap
y de los niveles de expresión génica de un array
genómico en líneas linfoblastoides de estos mis-
mos individuos, se determinó si los diferentes ale-
los o genotipos de los SNPs correlacionaban con
los niveles de expresión génica de los genes situa-
dos en la región genómica de FLJ42280. Ninguno
de los SNPs mostró influencia sobre los niveles de
expresión de los genes SHFM1, SLC25A13 o DLX5
(en el array no hay información de niveles de
expresión de FLJ42280). También se accedió a la
base de datos GTEx para recabar información de
eQTL para los mismos SNPs y el resultado fue
negativo para todos ellos. Finalmente, se realiza-
ron búsquedas de anotaciones de regulación en
HaploReg. Este último análisis confirmó que la
secuencia que rodea el SNP rs4613908 está alta-
mente conservada entre los mamíferos y que en
varios tipos celulares, incluyendo los osteoblastos
primarios, contiene marcas de cromatina típicas de
secuencias potenciadoras (H3K4me1, H3K27ac).
Por otra parte, HaploReg destacó la alteración de
motivos reguladores de este SNP y de rs10429035,
pero no mostró ningún efecto de estos SNPs sobre
la expresión génica.

Tabla 1. Amplicones utilizados para secuenciar la región FLJ42280

Frag Primers Tamaño (pb) Coordenadas genómicas

1 1F TTGACCTGAATACTGCCGC
1R GCCAAATGAATGTGGACAAG 4.468 7:96136619-96132152

2 2F CACTGCTGGGTCTTAGATTGG
2R GCATGTGTGCATGATGTTGG 4.592 7:96132302-96127711

3 3F TGCAAGTTTCCCTCAATTCATC
3R TCCCTCTCATCTGTGCAACAC 4.836 7:96127863-96123028

4 4F TTAGGTGAGTAGAAAGCAATGGC
4R CTGGGTGGCTATAGACCTGAATAG 4.848 7:96123158-96118311

5 5F GCGGCACTGTGAGAGTACATC
5R CCTGGTGGAAATGGGAACA 4.251 7:96118477-96114227

6 6F CTGACACTTTGGCAGCACC
6R GGGATTGTTGAAGCTGACCC 3.869 7:96114348-96110480

7 7F CAACCATCACAACCCATAGAC
7R CCTGAGCAAGTCTCGTAAGTG 2.008 7:96110702-96108695
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Discusión
Se ha realizado un barrido exhaus-
tivo de una región genómica (28
kb) en 7q21.3 que contiene varias
señales muy fuertes de asociación
entre 4 SNPs y la densidad mine-
ral ósea7-9. Se ha querido conocer
todas las variantes puntuales pre-
sentes en regiones codificantes
(exones del gen FLJ42280) y no
codificantes (intrones, 3’UTR,
5’UTR y flancos del gen) y evaluar
el potencial funcional de estas
variantes para pronosticar cuáles
de ellas podrían ser las responsa-
bles de la asociación con la DMO.
Se ha observado que la variante
rs4613908 solapa con un potencia-
dor génico (enhancer) activo en
osteoblastos contenido en una
secuencia con elevada conserva-
ción evolutiva. Dicho SNP (con
sus dos variantes alélicas) podría
estar afectando a la DMO por el
hecho de alterar este potenciador
génico. Queda por determinar
cuál es el gen diana del menciona-
do potenciador.

Hasta la fecha, no nos constan
otros trabajos de otros autores que
hayan abordado la base funcional
de la asociación con DMO de los SNPs situados en
regiones no codificantes del gen FLJ42280. De
hecho, este gen ha sido anotado recientemente en el
genoma humano, de modo que cuando se detectó la
asociación de los SNPs de la región, el gen todavía
no constaba en el mapa de 7q21.3 y los SNPs queda-
ban entre los genes SLC25A13 y SHFM1 (Figura 1).
Por ello, Estrada et al.7 propusieron que la funciona-
lidad de la asociación podía estar relacionada con
SLC25A13. Actualmente, FLJ42280 sigue siendo un
gen anotado, con muy pocos datos experimentales
que lo confirmen. Es pues muy probable que la fun-
ción de los SNPs asociados a la DMO esté relaciona-
da con otros genes. En este sentido, el gen SHFM1 se
ha asociado a algunos casos hereditarios de malfor-
mación de mano hendida-pie hendido (Split hand
and foot malformation 1; OMIM #183600) y el gen
DLX5, situado a continuación, es de hecho el gen res-

ponsable de dicha enfermedad, dado que existen
pacientes con mutaciones puntuales en DLX5 que
cosegregan con la enfermedad12. Se han descrito una
serie de potenciadores que afectan a la expresión de
DLX5 en distintos tejidos y estadios del desarrollo y
que se distribuyen a lo largo de varios cientos de
kilobases. Estudios realizados en ratones y pez cebra
han caracterizado estos potenciadores y han mostra-
do que funcionan durante el desarrollo13,14. Algunos
de ellos muestran especificidad de tejido y correlacio-
nan con determinados fenotipos presentes en pacien-
tes con malformación de mano hendida-pie hendido
portadores de varias anomalías cromosómicas (dele-
ciones o translocaciones) que afectan a los potencia-
dores mencionados. Al colocar estos potenciadores
de DLX5 sobre el mapa de la región 7q21.3, hemos
visto con sorpresa que el SNP rs4613908, que acaba-
mos de comentar como buen candidato funcional, se

Tabla 2. Número y localización de variantes de un solo nucleótido halladas en este estudio

Crudo Filtrado Codificante Región
reguladora*

Putativo
enhancer de
osteoblasto

Enhancer
activo en

osteoblasto

Variantes
comunes 96 51 0 12 3 1

LFV 24.243 59 1 16 1 0

Total 24.339 110 1 28 4 1

*incluye regiones flanqueantes, 5’UTR, 3’UTR e intrones; LFV: variante de baja frecuencia (MAF<5%).

Figura 3. A) Esquema de la región genómica de FLJ42280 y localiza-
ción de algunas variantes prometedoras. Las variantes comunes se
señalan en rojo y las variantes de baja frecuencia (LFV) o raras en gris.
Los cuadrados azules representan potenciadores (enhancers) de osteo-
blastos; el más oscuro representa un potenciador activo de los osteo-
blastos. B) Detalle del potenciador activo en osteoblastos. Se muestra
el perfil de conservación de secuencia en vertebrados, los lugares de
unión a factores de transcripción y las modificaciones de las histonas.
Estos datos se extrajeron de UCSC Genome Browser -GRCh37- y de
ENCODE (datos referidos a osteoblastos)
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encuentra en uno de estos poten-
ciadores (eDLX#18), situado a
unas 500 kb de DLX5. El potencia-
dor eDLX#18 se ha descrito como
activo en los arcos branquiales en
estadios embrionarios13. 

Existen evidencias de que
DLX5 está involucrado en la
determinación de la DMO15, lo
que nos hace proponer la hipó-
tesis de que el potenciador
eDLX#18 también es activo
como un potenciador para
DLX5 en osteoblastos de adultos
y que nuestro SNP de interés es
un eQTL en osteoblastos. Será
muy necesario comprobar esta
hipótesis mediante análisis de
expresión de DLX5 en osteo-
blastos primarios y genotipación
de rs4613908 de los mismos.
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Figura 4. Gráfico del desequilibrio de ligamiento presente en la región
genómica de FLJ42280. Se observa un bloque grande (24 kb) que
incluye gran parte del gen excepto su región 3’UTR. Los 4 SNPs que se
han asociado a DMO en los distintos GWAs están señalados con óva-
los verdes. El SNP que solapa con el potenciador activo en osteoblas-
tos está señalado con un óvalo morado. La línea horizontal azul indica
la región genómica resecuenciada en este estudio
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Resumen
La paniculitis mesentérica se caracterizada por  una inflamación crónica inespecífica del tejido adiposo
del mesenterio intestinal, y su etiología es desconocida. Se ha relacionado con malignidad, vasculitis,
enfermedades reumáticas y con determinados fármacos. Presentamos un caso de paniculitis mesentérica
asociada a la toma de bifosfonatos, no descrita previamente en la literatura, apoyando así el concepto de
sus potenciales efectos secundarios proinflamatorios.

Palabras clave: paniculitis mesentérica, bifosfonatos, proinflamatorio.

Mesenteric panniculitis associated with the use of bisphosphonates: are
these more proinflammatory than we know?
Summary
Mesenteric panniculitis is characterized by chronic inflammation of the adipose tissue of the intestinal
mesentery, and its etiology is unknown. It has been associated with malignancy, vasculitis, rheumatic
diseases and the use of certain drugs. We present a case of panniculitis associated with bisphosphonate
use, not previously described in the literature, thus suggesting its potential secondary proinflammatory
effects.

Key words: mesenteric panniculitis, bisphosphonates, proinflammatory.
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Introducción
La paniculitis mesentérica es un trastorno poco fre-
cuente caracterizado por una inflamación crónica
inespecífica del tejido adiposo del mesenterio intes-
tinal de etiología desconocida1. Puede desarrollarse
de forma independiente o en asociación con otras
alteraciones, lo cual ha sido objeto de muchas dis-
cusiones. Ha sido relacionada con diversas condi-
ciones, como vasculitis, enfermedades granuloma-
tosas, enfermedades reumáticas, enfermedades
malignas y pancreatitis2, tabaquismo y el uso de
determinados fármacos (betabloqueantes, metildo-
pa, sulfamidas, salicilatos y anticonceptivos orales). 

Actualmente se reconoce que esta entidad pre-
senta varios estadios evolutivos. También se clasifi-
ca en distintos tipos en función de las características
radiológicas: tipo I (42%), engrosamiento difuso del
mesenterio desde raíz a los bordes del intestino del-
gado; tipo II (32%), masa nodular aislada en raíz
mesentérica; tipo III (20%), el mesenterio contiene
múltiples nódulos de tamaño variable3. Los criterios
diagnósticos anatomopatológicos incluyen: presen-
cia de gran cantidad de macrófagos espumosos en
la fase inicial de lipodistrofia mesentérica; infiltrado
de células plasmáticas, células gigantes de cuerpo
extraño, y macrófagos espumosos en la paniculitis
mesentérica; y en el estadio final destaca el depósi-
to de colágeno y la fibrosis en los tejidos4. 

A pesar de que se han reconocido distintos fac-
tores que pueden desencadenar la enfermedad, su
etiología en determinados casos sigue siendo incier-
ta. Una vez diagnosticada, no existe un tratamiento
específico. Se recomiendan los corticoides, aunque
se han descrito casos de remisión espontánea. La
resección quirúrgica se deja para casos en los que
hay obstrucción intestinal por inflamación y cicatri-
zación secundaria. También se han descrito respues-
tas a antibióticos, la radioterapia y la ciclofosfamida.

Presentación del Caso
Presentamos el caso de una mujer de 67 años, sin
hábitos tóxicos, sin antecedentes médicos de interés
salvo cervicoartrosis y espondilolistesis en tratamien-
to rehabilitador, y una osteoporosis postmenopáusi-
ca para la que sigue un tratamiento con bifosfonatos
(BF) desde hace 3 años, que desarrolló una panicu-
litis mesentérica que no se justificó por otras causas. 

Nuestra paciente, tras 3 años de tratamiento
con risedronato, comienza con dolor abdominal
difuso de forma global, sin relación con las comi-
das y con episodios de exacerbaciones frecuentes
durante un periodo de tiempo de unos 2-3 meses.

En una de las exacerbaciones la paciente ingresa
y se le realiza, entre otras pruebas, una Tomografia
Axial Computarizada (TAC) abdominal en el que
se pone de manifiesto la paniculitis mesentérica
(Figura 1).

Tras descartar razonablemente otras etiologías
clínicas de la paniculitis mesentérica (Tabla 1)5, se
suspenden los BF que tomaba y se reevalúa a los
6 meses con un nuevo TAC abdominal de control,
en el que se observa una resolución completa de
las lesiones inflamatorias abdominales que presen-
taba en el TAC previo (Figura 2).

Discusión
No existen casos similares descritos en la literatura,
ni hemos encontrado en los ensayos clínicos de
referencia de bifosfonatos: FIT, VERT, BONE, HORI-
ZON6-9, casos de paniculitis mesentérica, aunque sí
se ha asociado su uso más clásicamente a otros pro-
cesos inflamatorios. Se han descrito casos de efectos
secundarios oculares de este grupo de fármacos la
mayoría inflamatorios como uveítis, escleritis y con-
juntivitis10. La conjuntivitis es el efecto adverso ocu-
lar más frecuente, aunque su incidencia real es muy
baja. En general, responde rápidamente a tratamien-
to tópico, incluso si mantenemos el fármaco, aun-
que es más prudente suspenderlo, al menos de
forma temporal. Otra complicación, menos frecuen-
te pero potencialmente más grave, es la uveítis. Su
incidencia es muy baja, entre 2 y 5 casos cada
10.000 pacientes tratados. En general, su localiza-
ción es anterior, aunque hay descrito algún caso ais-
lado de uveítis posterior. Su aparición es muy varia-
ble, con una mediana de días tras el inicio del fár-
maco de 70 días (entre 1 y 146) y su incidencia es
mayor en pacientes tratados con BF intravenosos.

También se ha observado un aumento en la
predisposición a sufrir uveítis en pacientes con
enfermedades asociadas, como las espondiloartro-
patías, el síndrome de Behçet, la granulomatosis
de Wegener o la sarcoidosis y/o que sigan trata-
miento con determinados fármacos, en los que el
BP actuaría de factor precipitante11.

Los bifosfonatos son potentes inhibidores de
los osteoclastos ejerciendo una fuerte interacción
con estas células, produciendo una marcada dis-
minución de la reabsorción ósea12.

Con la administración de bifosfonatos se han
descrito diversos efectos adversos, que parecen
corresponder a “efectos de clase". Dichos efectos
pueden variar de unos bifosfonatos a otros depen-
diendo, entre otros factores, de la vía de adminis-
tración. Entre estos efectos secundarios destacan
las alteraciones del tracto digestivo superior como
esofagitis, ulceras gástricas e incluso hemorragias,
el dolor músculo esquelético, manifestaciones de
tipo gripal, fibrilación auricular, insuficiencia
renal, hipocalcemia, osteonecrosis del maxilar,
fracturas atípicas de fémur y efectos adversos ocu-
lares como conjuntivitis, uveítis, iritis, episcleritis,
esclertitis o queratitis13. No se ha encontrado en la
literatura asociación con alteraciones del tejido
adiposo tipo paniculitis mesentérica.

Conclusiones
La paniculitis mesentérica sigue siendo hoy en día
una entidad nosológica en muchos casos inciden-
tal y controvertida. El análisis retrospectivo de
muchas series ha identificado posibles factores de
riesgo y multitud de agentes etiológicos. Serían
necesarios más estudios y más casos descritos
como el nuestro para poder asociar con más fir-
meza el uso de los BF con zonas de inflamación
del tejido adiposo del mesenterio. Si bien sí que
han demostrado su efecto “proinflamatorio” en
otros órganos, sobre todo a nivel ocular, como
hemos desarrollado anteriormente.
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Figura 1. Corte de TAC abdominal donde se observa
área de paniculitis en raíz de mesenterio

Figura 2. Corte de TAC abdominal 6 meses después.
No se observan áreas de paniculitis mesentérica

Tabla 1. Diagnóstico diferencial de la paniculitis mesentérica

Tumores carcinoides Linfomas

Reacción a cáncer adyacente o absceso crónico Lipomas

Amiloidosis Liposarcoma

Tumores desmoides Carcinomatosis peritoneal

Enfermedades infecciosas (tuberculosis e histoplasmosis) Fibrosis peritoneal

Mesotelioma peritoneal Histoplasmosis

Linfosarcomas Sarcoma retroperitoneal

Inflamación crónica por cuerpo extraño Linfangioma

Enfermedad de Whipple
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Resumen
La osteoporosis es una enfermedad esquelética sistémica caracterizada por disminución de la densidad
mineral ósea con alteraciones de la microarquitectura del hueso y aumento del riesgo de fractura. Se ha
demostrado que depende de procesos fisiológicos y secundarios a otras patologías como son las enfer-
medades reumáticas, e incluso asociado al uso de glucocorticoides siendo esta la causa más frecuente de
osteoporosis asociada a fármacos, y que a su vez representa una problemática de gran magnitud en la
actualidad. Debido a esto, se presenta esta revisión con el fin de recalcar la importancia clínica de la osteo-
porosis en las enfermedades reumáticas e inducidas por glucocorticoides. 

Palabras clave: osteoporosis, enfermedades reumáticas, glucocorticoides. 

Osteoporosis in rheumatic diseases and glucocorticoid induced 

Summary
Osteoporosis is a systemic skeletal disease characterized by low bone mineral density, changes in bone
microarchitecture and increased risk of fracture. It has been shown that depends on physiological pro-
cesses and secondary to other pathologies and associated with the use of glucocorticoids, the latest being
the most common cause of osteoporosis associated to drugs, this may be represent a great magnitude
public health issue. This review is presented in order to emphasize the clinical importance of osteoporo-
sis in rheumatic diseases and glucocorticoid-induced osteoporosis.

Key words: osteoporosis, rheumatic diseases, glucocorticoids.

DOI: http://dx.doi.org/10.4321/S1889-836X2017000100007



REVISIÓN / Rev Osteoporos Metab Miner. 2017;9(1):38-49
39

Introducción
La osteoporosis es una enfermedad esquelética
sistémica caracterizada por disminución de la den-
sidad mineral ósea con alteraciones de la microar-
quitectura del hueso y aumento del riesgo de frac-
tura. Es de origen multifactorial, participando en
su etiología factores genéticos y ambientales. 

Se clasifica como primaria cuando depende de
procesos fisiológicos, como es el caso de la meno-
pausia y envejecimiento normal, y secundaria
cuando está condicionada por otras patologías o
en relación a medicamentos, como es el caso de
las osteoporosis secundarias a enfermedades reu-
máticas y la osteoporosis inducida por glucocorti-
coides (OIG).

El amplio uso de los glucocorticoides en la
actualidad ha provocado que la OIG sea la causa
más frecuente de osteoporosis inducida por fár-
macos, constituyendo así un problema de gran
magnitud a nivel mundial. Se ha estimado que
aproximadamente el 0,5% de la población general
y el 1,7% de las mujeres mayores de 55 años reci-
ben glucocorticoides orales y, a pesar de que exis-
ten métodos diagnósticos y medidas adecuadas
para prevenir la OIG, menos del 14% recibe algún
tipo de tratamiento para evitar la pérdida de masa
ósea debido a los glucocorticoides1-3. 

En pacientes con enfermedades reumáticas
como la artritis reumatoide (AR), el lupus eritema-
toso sistémico (LES), la espondilitis anquilosante
(EA), la polimialgia reumática, y las vasculitis,
entre otras, la osteoporosis es una comorbilidad

asociada. Esto puede ser debido al uso de gluco-
corticoides por largos periodos de tiempo como
parte de la terapia habitual de estas patologías, o
también puede estar asociado a la actividad infla-
matoria de la enfermedad y su impacto sobre el
hueso; en cualquier caso, estos pacientes son más
propensos a sufrir fracturas por fragilidad, lo que
conlleva una disminución de la calidad de vida3,4.

La relevancia clínica de la osteoporosis en las
enfermedades reumáticas está subestimada. Los
estudios han demostrado que los pacientes con
AR que reciben glucocorticoides orales, y que se
sometieron a una densitometría ósea de control,
presentaron osteopenia/osteoporosis en un 23%
de los casos, y de ellos el 42% recibió al menos un
medicamento para reducir la pérdida de hueso3. 

Esto demuestra una apreciación insuficiente del
problema clínico y una falta de consenso sobre la
detección y el tratamiento de osteoporosis en las
enfermedades reumáticas.

Efectos de la inflamación en el recambio óseo
Los determinantes de la inflamación sobre el
hueso son las citoquinas proinflamatorias. Así, el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), las inter-
leuquinas (IL) 1 y 6 (IL-1 e IL-6) favorecen la
resorción ósea, al promover directa o indirecta-
mente la osteoclastogénesis. La IL-17 aumenta la
expresión del ligando del receptor activador para
el factor nuclear κ B (RANK-L), que a su vez es
parte fundamental del proceso de resorción ósea
(Figura 1). 

Figura 1. Regulación y formación de los osteoclastos
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El TNF actúa en las vías de señalización proin-
flamatorias dentro de las articulaciones, influyen-
do en el recambio óseo, al mismo tiempo que
parece estar involucrado en el desarrollo de ero-
siones óseas y la progresión de la osteoporosis.
Además, se ha demostrado que el TNF promueve
la formación de células preosteclásticas que
expresan el receptor activador para el factor
nuclear κ B (RANK), promueve la sobreexpresión
de RANK-L respecto de la osteoprotegerina (OPG)
e inhibe la maduración y función de los osteoblas-
tos, debido a que aumenta la expresión de los
fibroblastos sinoviales5.

La relación entre las citoquinas proinflamato-
rias y la resorción está bien establecida; sin
embargo, no existe evidencia suficiente acerca de
la relación entre las citoquinas y la formación de
hueso. Se conoce que las IL-4, IL-12, IL-8 y el
interferón promueven la formación ósea debido
al aumento de la relación OPG/RANKL, inhibien-
do así la osteoclastogénesis6.

Por otro lado, el osteoblasto produce citoqui-
nas; en su estado inmaduro promueve la forma-
ción de RANK-L y en su estado maduro la produc-
ción de OPG, dejando en evidencia que el proce-
so de maduración de los osteoblastos es funda-
mental para equilibrar la relación entre el proceso
inflamatorio y la masa ósea6.

Rifas y Weitzmann descubrieron una citoquina
y la llamaron factor de secreción osteoclastogéni-
ca activador de células T (SOFAT), y demostraron
que induce la producción osteoblástica de IL-6 y
la formación de osteoclastos en ausencia de oste-
oblastos o RANKL, y que es insensible a los efec-
tos de la OPG; esto demuestra que SOFAT es un
potente inductor de la producción de IL-6, jugan-
do un papel fundamental en la respuesta inflama-
toria local, y puede exacerbar indirectamente la
destrucción ósea en la artritis reumatoide median-
te múltiples procesos mediados por la IL-67.

Los procesos inflamatorios agudos y crónicos en
las enfermedades reumáticas generan daño óseo
debido a que la inflamación incrementa el número
y la actividad de los osteoclastos y, al mismo tiem-
po, la activación de las células T. Durante procesos
infecciosos aumenta la producción de RANKL, que,
a su vez, estimula la osteoclastogénesis. Se ha
demostrado que la aplicación de OPG puede rever-
tir este efecto en patologías como la AR y la perio-
dontitis8.

Osteoporosis en enfermedades reumáticas
específicas
Se conoce que los sujetos con antecedentes de
enfermedades autoinmunes crónicos tienen un
mayor riesgo de desarrollar osteoporosis por dife-
rentes causas, como pueden ser alteraciones espe-
cíficas que inciden en el metabolismo óseo, con
inducción de pérdida y en ocasiones por inhibi-
ción de formación, o por cumplir factores de ries-
go clásicos, como son: sexo (predominio en muje-
res), poca actividad física, enfermedad de base,
tabaquismo, bajo índice de masa corporal (IMC),
déficit de vitamina D, etc. (Tabla 1). 

El Foro Multidisciplinar en el Manejo del
Paciente con Alto Riesgo de Fractura Osteoporótica
(ARF) ha sugerido clasificar los factores de riesgo
de la siguiente manera9: 

- Claves: edad superior a los 70 años, anteceden-
tes de fractura previa por fragilidad (vertebral o de
cadera), ingesta de glucocorticoides (7,5 mg/día
durante 3 meses o más) y DMO (T-score ≤3).

- Importantes: antecedentes maternos de frac-
tura de cadera, IMC ≤20, caídas frecuentes en per-
sonas de edad avanzada, mediciones bajas en acti-
vidad y función física.

- Moderados: niveles de 25(OH)-vitamina D ≤30
ng/dl, algunos factores nocivos relacionados con el
estilo de vida (tabaquismo, ingesta excesiva de alco-
hol, sedentarismo o consumo excesivo de café). 

Artritis Reumatoide (AR)
La AR es una enfermedad inflamatoria autoinmu-
ne de origen desconocido que es más frecuente
en mujeres jóvenes, entre la tercera y quinta déca-
das de la vida4. Es una enfermedad deformante e
invalidante que afecta directamente la articulación
provocando, erosiones óseas, que terminan por
lesionar la articulación y como resultado se produ-
ce deformidad articular. 

La osteoporosis es una complicación habitual
de la AR, y se clasifica de la siguiente manera10: 

- Yuxtaarticular: temprana y secundaria a fac-
tores locales.

- Generalizada: tardía y de origen multicausal
(reposo, drogas, actividad de la enfermedad,
grado de alteración funcional y deterioro de la
masa muscular). 

La frecuencia de osteoporosis en la AR es
variable; un estudio realizado por Sinigaglia y cols.
reportó una incidencia de osteoporosis del 10-56%
en pacientes con AR3. Forblad agregó que este
rango dependerá de la población estudiada, y
recalcó la importancia del daño articular en la AR
y la osteoporosis generalizada11. 

Los pacientes con AR tienen mayor riesgo de
sufrir fracturas en comparación con la población
general. Un estudio retrospectivo con 30.262
pacientes demostró que tienen mayor riesgo de
fractura de cadera (RR=2,0) y de columna (RR=2,4)
vs. el grupo control, y el riesgo aumentó debido al
uso prolongado de corticoides (RR=3,4)12.

El alto riesgo de fractura en pacientes con AR
también se ha asociado a factores específicos de la
enfermedad13 (Tabla 2).

El uso de corticoides es un predictor independien-
te de la disminución de masa ósea a nivel lumbar y
femoral. Un régimen de esteroides a dosis bajas (5 mg
de prednisona) se asocia con un aumento del 50% en
el riesgo de osteoporosis14. Esto demuestra que el tra-
tamiento con corticoides orales de más de 5 mg de
prednisona es capaz de reducir la masa ósea con un
rápido aumento en el riesgo de fractura durante el
período de tratamiento15,16. Teniendo en cuenta este
factor de riesgo el comité del American College of
Rheumatology (ACR) recomienda el cribado de oste-
oporosis mediante la DMO e instaurar tratamiento en
pacientes con valores de T-score ≤1,0, de preferencia
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con bifosfonatos y suplemen-
tos de calcio y vitamina D. Se
debe monitorizar a estos
pacientes anualmente y el tra-
tamiento debe continuar mien-
tras recibe glucocorticoides17.

Estudios longitudinales y
transversales han demostra-
do que los fármacos modifi-
cadores de la enfermedad
(DMARDs), como el metro-
texate, no tienen efectos
adversos sobre la masa
ósea18. La terapia con anti-
TNF (infliximab) ha demos-
trado efectos positivos frente
la masa ósea19; se cree que el
efecto protector óseo no
solo se debe a la disminu-
ción de la actividad de la
enfermedad, sino también al
papel que juega la citoquina
TNF en la osteoclastogéne-
sis20,21. En cuanto al tocilizu-
mab (inhibidor de la IL-6),
su papel es fundamental, ya
que la IL-6 interviene en el
proceso inflamatorio y osteo-
clastogénico13.

El estudio CAMERA II,
analizó a pacientes con AR
temprana que estaban bajo
un tratamiento con metrote-
xate y 10 mg de prednisona y
se les añadió 500 mg de cal-
cio, 400 UI de vitamina D y
alendronato/risendronato
durante dos años; mediante
DMO se demostró un aumen-
to de masa ósea en columna
lumbar del 2,6% durante el
primer año de tratamiento
profiláctico sin importar el uso
de glucocorticoides, demos-
trando que la adición de 10
mg de prednisona diarios en
un tratamiento basado en
metrotexate no conduce a la
pérdida ósea en los pacientes
con AR temprana22. 

Es evidente que la calidad
de vida de estos pacientes se
ve afectada. Un estudio reali-
zado por Riggs y Melton
demostró que una fractura de cadera tiene un rango
de mortalidad del 10-20% en los 6 meses subse-
cuentes, el 50% de estos pacientes no podrán cami-
nar sin ayuda de objetos externos como bastones,
andadores, etc., y el 25% de ellos necesitarán ayuda
domiciliaria durante largos períodos23.

Lupus Eritematoso Sistémico (LES)
El LES es una enfermedad autoinmune de origen
desconocido que se presenta con mayor frecuen-

cia en mujeres jóvenes4. La osteoporosis es tam-
bién una enfermedad asociada, y probablemente
causada por los tratamientos que generan un
efecto negativo sobre el hueso o por disfunción
ovárica inducida por algunos inmunosupreso-
res24.

La pérdida de masa ósea en LES podría ser el
resultado de varios mecanismos, aquellos que
dependen de la propia enfermedad y los que
están relacionados con el tratamiento (Tabla 3). 

Tabla 1. Perfil de alto riesgo de fractura (ARF). Grupo de Reumatología

Factores asociados a ARF

✓ Edad >70 años
✓ Fractura por fragilidad previa (síntomática o asintomática)
✓ DMO baja (T-score <3) 
✓ Antecedente materno de fractura de cadera
✓ Toma de corticoides ≤7,5 mg/día durante más de 3 meses
✓ Bajo peso (IMC <19 kg/m2)

Situaciones especiales y comunes en pacientes reumatológicos

✓ Enfermedad inflamatoria crónica con actividad persistente
✓ Polimialgia reumática y/o arteritis de células gigantes
✓ Trasplante (distinguiendo entre el pre-trasplante y post-trasplante)
✓ Utilización frecuente de tratamientos que inducen osteoporosis

ARF en pacientes con enfermedades reumatológicas 

Osteoporosis inducida por glucocorticoides
✓ Dosis diaria de corticoides superiores a 15 mg
✓ Tiempo de tratamiento superior al año
Artritis reumatoide:
✓ Mujer postmenopáusica (especialmente con más de 65 años)
✓ DMO similar al riesgo de osteoporosis postmenopáusica
✓ Tratada con corticoides a dosis superiores a 15 mg/día
✓ Índice de discapacidad alto
✓ Enfermedad extendida
✓ Poca actividad física
Espondilitis anquilosante:
✓ Pacientes con una enfermedad de más de 10 años de evolución
✓ Varón >30 años, tratado con corticoides
✓ Acusada pérdida de DMO en los primeros 5 años, con una

enfermedad extendida
✓ Episodios de lumbalgia en los últimos 6 meses
✓ Enfermedad inflamatoria intestinal asociada
Lupus eritematoso sistémico:
✓ Mujer postmenopáusica, con una enfermedad de larga evolución
✓ Inicio después de los 30 años
✓ Poco expuesta al sol
✓ Utiliza filtros solares
✓ DMO baja en cadera
Esclerosis sistémica:
✓ Edad >50 años
✓ Mujer
✓ Menopausia precoz
✓ Índice de masa corporal <25
✓ Uso de corticoides sistémicos
Polimialgia reumática/arteritis de células gigantes:
✓ Edad >60 años
✓ Limitación funcional (poca actividad física)
✓ Uso de corticoides sistémicos (dosis acumulada elevada)
✓ Disminución de la fuerza
✓ DMO reducida
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El mecanismo responsable de la pérdida de
masa ósea en los pacientes con LES que reciben
corticoides es el aumento marcado de resorción
ósea y el déficit de maduración del osteoblasto,
así como la mineralización ósea. La DMO comien-
za a descender a partir del tercer mes de uso de
glucocorticoides y avanza rápidamente hasta los
seis meses; a partir de este período, la curva des-
ciende de forma gradual25.

Un estudio realizado por Houssiau y cols. en
mujeres pre-menopáusicas con diagnóstico defini-
tivo de LES, demostró que los pacientes que no
habían recibido corticoides tenían una DMO de
cadera más baja en comparación con los controles
sanos, lo que indica que la enfermedad por si sola
es un factor de pérdida de hueso26. 

Una revisión sistemática realizada por Wang y
cols. demostró que los pacientes con LES tienen
niveles inferiores de DMO que la población en gene-
ral, y que no solo ocurre en un lugar específico, sino
que existe pérdida de masa ósea en todos los luga-
res estudiados (cuello de fémur, columna lumbar y
cadera). Además se demostró un incremento del
riesgo de fractura (RR=1,97)27.

Jacobs y cols., en un estudio prospectivo de 6
años de seguimiento en pacientes con LES, demos-
traron una asociación entre la pérdida de DMO en
columna lumbar y el uso de corticoides a altas
dosis. Además se demostró una pérdida de masa
ósea con el uso de inmunosupresores y antimalári-
cos de base28.

En cuanto a la asociación entre los niveles
séricos inferiores de vitamina D en estos pacien-

tes y la pérdida de masa
ósea, se cree que la defi-
ciencia se debe a la exposi-
ción solar reducida por la
fotosensibilidad de estos
pacientes, además del uso
de corticoides y la insufi-
ciencia renal29. El mecanis-
mo por el cual estos pacien-
tes tienen una menor absor-
ción de calcio radica en una
disminución de la transfor-
mación de 25(OH)-vitamina
D a 1,25(OH)2-vitamina D
(calcitriol). Esta asociación
ha sido demostrada en estu-
dios transversales29-31, de ahí
la importancia de la deter-
minación de los niveles de
25(OH)-vitamina D en pacien-
tes con LES. 

Los pacientes con LES y
compromiso neurológico (epi-
lepsia, accidentes cerebrovas-
culares, etc.) comprenden el
grupo de mayor riesgo de frac-
turas; esto es debido a que
son más propensos a las caí-
das y a los efectos adversos
de los antiepilépticos32.

Espondilitis Anquilosante (EA)
La EA forma parte del grupo de las espondiloar-
tropatías seronegativas (SpA), un grupo de trastor-
nos articulares inflamatorios que incluye, además,
la artritis psoriásica, la enfermedad inflamatoria
intestinal y la artritis reactiva. La EA es la forma
típica de las SpA con síntomas relacionados con
artritis, entesitis, sacroilitis, entre otros. La localiza-
ción de la enfermedad primaria se cree que es la
entesis, es decir, la zona en la que los tendones y
los ligamentos se insertan en el hueso4.

El compromiso axial genera un impacto nega-
tivo óseo y aumenta el riesgo de fractura vertebral
debido a la inflamación continua, que da como
resultado una disminución de la masa ósea y la
anquilosis progresiva, junto con la proliferación
ósea33.

La osteoporosis puede ocurrir debido a la inac-
tividad física, la disminución de la movilidad de la
columna relacionada con el dolor, la rigidez y la
anquilosis, además de la participación subclínica
de la enfermedad intestinal34. 

La prevalencia de la osteoporosis en la EA es
de aproximadamente un 14-27% en columna ver-
tebral y un 4-14% en cadera35,36. Mediante la utili-
zación de las definiciones visuales y morfométri-
cas del tamaño vertebral, la prevalencia de fractu-
ras en este grupo de pacientes es del 10-30%37,38. 

Prieto y cols. demostraron una fuerte asocia-
ción entre la EA y las fracturas vertebrales. Estos
pacientes tienen 5 veces más riesgo de fractura en
comparación con un grupo control; además,
observaron que los primeros 2,5 años de evolu-

Tabla 2. Perfil de alto riesgo de fractura (ARF). Artritis Reumatoide

Tabla 3. Posibles mecanismos de pérdida de masa ósea en el LES

Muy relevantes

✓ Edad >70 años
✓ DMO baja (T-score <3)
✓ La existencia previa de al menos 2 fracturas vertebrales o fractura de cadera

Relevantes

✓ Más de 2-3 caídas al año
✓ Uso de corticoides orales a dosis de 7,5 mg/día durante al menos

3 meses
✓ IMC <19 kg/m
✓ Antecedentes familiares de fractura de cadera 
✓ Consumo de tabaco >10 cigarrillos/día

Dependientes de la enfermedad Dependientes del tratamiento

✓ Movilidad reducida ✓ Corticoides a largo plazo
✓ Insuficiencia renal ✓Medicamentos inmunosupresores
✓ Factores endocrinos Azatioprina
✓ Amenorrea Ciclofosfamida
✓ La menopausia prematura Ciclosporina
✓ Bajos niveles plasmáticos de ✓Anticoagulación crónica

andrógenos ✓ Falta de exposición solar
✓ Hiperprolactinemia
✓ Inducción de citoquinas

de resorción ósea
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ción de la enfermedad son críticos debido a que
el pico de riesgo de fractura aumenta, y se cree
que es secundario al estado inflamatorio33. Estos
datos son similares a los expuestos por Van der
Wijden y cols., lo que sugiere que las fracturas en
la EA están asociadas a exacerbaciones de la
enfermedad. Además, demostraron que las fractu-
ras vertebrales fueron más frecuentes en hom-
bres39. 

Es importante recalcar que este grupo de
pacientes tiene un riesgo elevado de sufrir fractu-
ras vertebrales; sin embargo, no tienen mayor ries-
go de fracturas no-vertebrales.

Artritis Psoriásica (APs)
La APs también forma parte de las espondiloartro-
patías seronegativas. Los estudios sobre la afecta-
ción ósea en estos pacientes son escasos, proba-
blemente porque la frecuencia de la enfermedad
es menor que la de la artritis reumatoide y el lupus
eritematoso sistémico; sin embargo, se ha demos-
trado que existe una relación entre los marcadores
inflamatorios (TNF, IL-6, interferón-gamma o IFN-γ)
y la pérdida de masa ósea40.

Keller y cols. demostró que el grupo de
pacientes con APs severa tienen valores de pérdi-
da de masa ósea inferiores a aquellos pacientes
con APs leve-moderada, dejando en evidencia que
el factor inflamatorio juega un papel fundamental
en la resorción ósea40.

Dreiher y cols. analizaron 7.939 pacientes con
psoriasis. La prevalencia de osteoporosis fue signi-
ficativamente mayor frente al grupo control y más
frecuente en mujeres. Sin embargo, se observó
que en el grupo de hombres la osteoporosis fue el
resultado de la enfermedad sistémica (APs), mien-
tras que en las mujeres se demostró que era a
causa de una deficiencia de estrógenos. Además
se destacó que las mujeres son diagnosticadas
antes que los hombres debido a que, por lo gene-
ral, las mujeres son referidas a una evaluación
ósea de manera rutinaria41.

Osteoartrosis (OA)
La osteoartrosis es una enfermedad degenerativa
que se presenta habitualmente por encima de los
45 años y cuyo origen es multifactorial, siendo la
enfermedad articular más frecuente4.

La artrosis, junto con la osteoporosis, represen-
tan las dos etiologías que afectan la estructura
ósea y articular en la población anciana y a su vez
son la primera causa de deterioro de la calidad de
vida42. 

Yoshimura y cols. realizaron un estudio de
seguimiento de 10 años en pacientes con artrosis
lumbar y osteoporosis. La incidencia acumulada
de artrosis lumbar en 10 años dentro del rango de
edad de 40-79 años fue del 25,8% en hombres y el
45,2% en mujeres. A su vez, existió una relación
significativa entre la presencia de osteoporosis
lumbar y la incidencia de artrosis lumbar42.

La relación inversa de la artrosis y osteoporo-
sis ha sido debatido durante años. Zhang y cols.
comprobaron las estructuras mecánicas y microes-

tructurales del hueso trabecular subcondral de
mujeres postmenopáusicas con artrosis y osteopo-
rosis, mediante la determinación del volumen
óseo fraccional y la densidad mineral ósea. El
grupo de pacientes con artrosis demostró tener
mayor volumen óseo fraccional frente al grupo de
pacientes con osteoporosis. Sin embargo, la rela-
ción con la densidad ósea no fue significativa43.

En cuanto a la producción de fracturas, en
estos pacientes se cree que el factor causal son las
caídas. Un estudio longitudinal mundial de osteo-
porosis determinó que aproximadamente el 40%
de la población estudiada presentó artrosis, y la
relación directa con las fracturas no fue significa-
tiva después del ajuste por caídas incidentales. Sin
embargo, el riesgo relativo ajustado para la osteo-
artrosis como predictor de caídas fue de 1,24 (IC
del 95%, 1,22 - 1,26; p<0,0001). Además, las muje-
res postmenopaúsicas con artrosis tenían un 25%
más riesgo de caída que el grupo de mujeres sin
presencia de ella33.

Osteoporosis inducida por glucocorticoides
(OIG)
La OIG es la causa más común de osteoporosis
secundaria. Se ha demostrado que el tratamiento
prolongado con 2,5-5 mg diarios de prednisolona
eleva el riesgo de fractura vertebral y de cadera16,44.

La OIG afecta con mayor frecuencia las áreas
de hueso trabecular (columna lumbar y fémur
proximal). Las fracturas pueden ocurrir en aproxi-
madamente el 30-50% de los pacientes que reci-
ben corticoides de manera prolongada44.

En la tabla 4 se describen algunos factores de
riesgo para la OIG.

Fisiopatología
Los glucocorticoides tienen un efecto directo e
indirecto sobre el metabolismo al bloquear las
acciones de la vitamina D y la absorción de calcio,
lo que conlleva a una disminución del calcio séri-
co y un aumento de los niveles de parathormona
(PTH)32. Sin embargo, la elevación de la PTH no
explica en su totalidad la pérdida ósea por expo-
sición a glucocorticoides45. 

Durante el período inicial de tratamiento con
corticoides aumenta la resorción ósea, lo que
genera una disminución brusca de la densidad
ósea y aumenta el riesgo de fractura45. 

El mecanismo específico por el cual los corti-
coides inducen la resorción ósea es por la activa-
ción del receptor RANKL y el factor estimulante de
macrofágos (MCSF); estos dos componentes son
parte fundamental de la osteoclastogénesis junto
con la disminución del receptor de OPG46.

En cuanto a la formación ósea, esta se ve
afectada debido a la inhibición de las células
precursoras de osteoblastos y a un aumento de
la apoptosis osteoblástica45. Además, se produce
una inhibición de la función de los osteoblastos
maduros y una supresión de los factores de cre-
cimiento (IGF1) en las células óseas, junto con
un aumento de la apoptosis de los osteocitos47,48

(Tabla 5). 
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Evaluación
Los pacientes con osteoporosis deben ser investi-
gados de acuerdo a las posibles causas que desen-
cadenan la pérdida de masa ósea (Tabla 6).
Durante el examen físico es importante medir la
altura del paciente y comparar con mediciones
anteriores, con el fin de evaluar posibles fracturas
vertebrales asíntomáticas.

Tratamiento
Es común encontrar en estos
pacientes niveles subóptimos
de vitamina D y calcio. Debido
a esto, se debe implementar un
tratamiento de corrección de
estos niveles.

En los pacientes que ini-
cien tratamiento con glucocor-
ticoides durante más de 3
meses a dosis >5 mg/día, es
necesario instaurar tratamiento
preventivo de pérdida de masa
ósea, y en aquellos pacientes
que ya están siendo tratados se
debe realizar una densitome-
tría ósea, con el fin de valorar
la reducción de masa ósea y el
posible riesgo de fractura17,49.

Debido al incremento de
uso de corticoides y la preva-
lencia de osteoporosis secun-
daria, varias sociedades inter-
nacionales han descrito guías
de tratamiento; sin embargo,
no existe un consenso mun-
dial al respecto50-53. En el 2010
el ACR (American College of
Rheumatology) publicó unas
guías para el manejo de la
OIG de acuerdo al FRAX®

(Figuras 2 y 3)54. 

Tratamiento no farmacológico
El manejo y prevención de la
OIG en cuanto al tratamiento
no farmacólogico, es similar al
de osteoporosis primaria, y
consiste en eliminar los facto-
res de riesgo modificables55:

- Tabaquismo.
- Consumo de alcohol (≥3

unidades/día).
- Sedentarismo (consumo

de energía ≤1.682 kcal/día). 
- Dieta elevada en sodio

(principalmente en presencia
de hipercalciuria).

- Índice de masa corporal
disminuido. 

Los pacientes con edad
avanzada, requieren de ayuda
especial para evitar caídas, las
cuales son el principal factor
de riesgo para fracturas.

Calcio
El calcio y la vitamina D son elementos nutricio-
nales considerados esenciales en cualquier opción
terapéutica para la osteoporosis.

Se ha demostrado que el uso de carbonato de
calcio a una dosis de 1.000 mg/día, no previene la
pérdida de masa ósea ni disminuye el riesgo de
fractura en pacientes que iniciaran tratamiento

Tabla 4. Factores de riesgo para osteoporosis inducida por glucocorticoides

Tabla 5. Osteoporosis por glucocorticoides: efectos sobre el hueso

✓ Historia personal de fractura
✓ Historia de fractura en pariente de primer grado
✓ Fumador actual 
✓ Bajo peso (<57 kg)
✓ Edad avanzada
✓ Menopausia temprana 
✓ Baja ingesta de calcio
✓ Actividad física inadecuada 
✓ Alcoholismo 
✓ Caídas recientes 
✓ Demencia 
✓ Déficit visual 
✓ Pobre estado de salud: enfermedad crónica 
✓ Niveles de densidad ósea disminuidos

Tabla 6. Evaluación de osteoporosis secundarias

Evaluación inicial
✓ Historia detallada para determinación de posibles factores de riesgo
✓ Evaluación de estado nutricional 
✓ DMO
✓ Radiografía de columna lumbar y torácica (si hay pérdida de

estatura >1,5 in (≈3,8 cm)
✓ Biometría hemática 
✓ Calcio, fósforo, 25(OH)-vitamina D, albúmina y creatinina sérica
✓ FSH, LH y prolactina 
✓ Marcadores de resorción y formación ósea

Osteoblastos ✓ Osteoblastogénesis disminuida
✓ Aumento de apoptosis
✓ Disminución continua y temprana de: 

Osteoblastos trabeculares
Capacidad sintética
Formación ósea

Osteocitos ✓ Aumento de apoptosis
✓ Circulación canalicular disminuida
✓ Disminución en la calidad ósea
✓ Osteonecrosis

Osteoclastos ✓ Osteoclastogénesis aumentada
✓ Aumento transitorio y temprano de: 

Supervivencia de los osteoclastos 
Osteoclastos trabeculares
Resorción ósea
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prolongado con corticoides, principalmente en
mujeres post-menopáusicas. Debido a esto no
está indicado para prevención primaria56; sin
embargo, como prevención secundaria se ha evi-
denciado que existe un mantenimiento de los
niveles de DMO en columna lumbar en mujeres
post-menopáusicas con el uso de 500 mg/día de
carbonato de calcio acompañado de 0,25 µg/día
de calcitriol55. 

Vitamina D
Las formas activas de la vitamina D (alfa-calcidol y
calcitriol) y las no activas (colecalciferol y ergocal-
ciferol) previenen la pérdida de masa ósea en
usuarios crónicos de glucocorticoides55.

El uso de calciferoles previene la reducción de
masa ósea, pero no reducen la incidencia de frac-
turas57. En contraste con las formas no activas, el
uso de alfacalcidol a una dosis de 0,25-1,0 µm/día
más 500 mg/día de calcio previene la reducción
de masa ósea y disminuye el riesgo de fractura
(vertebral y no vertebral)58.

La combinación de calcio y alfa-calcidol ha
sido la única que ha demostrado una reducción
significativa de riesgo de fractura vertebral; sin
embargo, no muestra efecto en cuanto a fracturas
no vertebrales58. 

Estudios aleatorizados han demostrado que
una dosis de 700-800 UI de vitamina D reduce el
riesgo de fractura de cadera y fracturas no verte-
brales en pacientes de edad avanzada59. Para adul-
tos mayores de 50 años, la National Osteoporosis
Foundation recomienda 800-1.000 UI de vitamina
D por día. No obstante, algunos expertos reco-
miendan 1.000-2.000 UI diarias, siendo 4.000
UI/día el límite de seguridad60.

Bifosfonatos
El uso de bifosfonatos ha demostrado un efecto
positivo en la pérdida de masa ósea en pacientes
que han sido tratados con glucocorticoides duran-
te períodos prolongados55.

En estudios controlados de 3-5 años de obser-
vación, se ha demostrado que los bifosfonatos
reducen las fracturas vertebrales y no vertebrales
incluyendo la de cadera61. En un metaanálisis rea-
lizado por Kanis y cols. se evidenció que existe
una reducción significativa de fracturas no verte-
brales en comparación con el grupo control62.

Se recomienda el uso de bifosfonatos durante los
primeros dos años de la OIG, pero no existe sufi-
ciente evidencia para un tratamiento a largo plazo61.

Los bifosfonatos han sido durante los últimos
años los fármacos de elección más utilizados para el
tratamiento de la osteoporosis. Los bifosfonatos apro-
bados para el tratamiento de osteoporosis inducida
por glucocorticoides son: etidronato, alendronato,
risedronato y ácido zoledrónico. Dentro de las con-
traindicaciones a la terapia se incluyen la hipersensi-
bilidad o la hipocalcemia; además, deben ser mane-
jados bajo vigilancia en aquellos pacientes con una
función glomerular deficiente (≤30 ml/min de tasa de
filtrado glomerular para risendronato o ibandronato y
≤35 ml/min para alendronato y zoledronato)63.

El uso de alendronato 5-10 mg/día durante 48
semanas, ha demostrado incrementar la masa
ósea64,65. Un estudio realizado por Adachi y cols.
demostró un aumento de densidad mineral ósea
de columna lumbar en un 2,8% (5 mg/día) y 3,9%
(10 mg/día) en pacientes con terapia prolongada
de glucocorticoides66. Risendronato a dosis de 5
mg/día incrementa la masa ósea y también reduce
el riesgo de fractura67.

Figura 2. Manejo de pacientes de ambos sexos >50 años que están iniciando o recibiendo terapia con gluco-
corticoides (GC)

Evaluar los posibles factores de riesgo para OIG

Determinar el riesgo de fractura (FRAX)

Evaluar a estos pacientes periodicamente

Bajo riesgo
✓ Dosis GC <7,5 mg/día:

tratamiento no
farmacológico

✓ Dosis >7,5 mg/día:
bifosfonatos (alendronato,
risendronato,
ac. zoledrónico)

Riesgo moderado
✓ Dosis GC <7,5 mg/día:

alendronato o risendronato
✓ Dosis >7,5 mg/día:

alendronato, risendronato
o ac. zoledrónico

Alto riesgo
✓ Dosis de GC <5 mg/día

por ≤1 mes: alendronato
o ac. zoledrónico

✓ Dosis de GC >5 mg
por ≥1 mes: alendronato,
risendronato, ac. zoledrónico
o teriparatide
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El acido zoledrónico esta aprobado por la FDA
(Food and Drug Administration) para el tratamien-
to y prevención de osteoporosis en hombres y
mujeres postmenopáusicas, así como de la osteo-
porosis inducida por glucocorticoides. La dosis
adecuada de acido zoledrónico es de 5 mg vía
intravenosa en infusión una vez al año, la cual ha
demostrado reducir el riesgo de fractura de colum-
na, fractura no vertebrales y cadera en mujeres
postmenopáusicas con osteoporosis68.

Teriparatida
Teriparatida es un análogo de la PTH obtenido
mediante la técnica recombinante de ADN (PTH-
1-34). Este agente análogo aumenta la función
osteoblástica y disminuye la apoptosis de los
osteocitos55.

El uso de teriparatida a dosis de 20 mg/día sub-
cutáneo debe ser considerado como tratamiento
para la OIG, debido a que aumenta significativa-
mente la densidad mineral ósea en este grupo de
pacientes, además de reducir las fracturas vertebra-
les. Sin embargo, no tiene efecto en fracturas no
vertebrales69. 

Debido al alto costo de teriparatida, se reco-
mienda su uso cuando fallan los bifosfonatos69, es
decir, cuando a pesar de recibir tratamiento con
bifosfonatos la masa ósea sigue disminuyendo;
frente a fracturas en presencia de bifosfonatos; o
si están contraindicados55.

Denosumab
Denosumab es un anticuerpo frente a RANKL, que
es utilizado para el tratamiento de la osteoporosis
primaria. Sin embargo, el estudio realizado por
Dore y cols. en pacientes con artritis reumatoide
bajo tratamiento con GC, demostró un aumento
de la densidad mineral ósea y una reducción de la
resorción, en comparación con el placebo70. 

Debido a que denosumab no es filtrado por los
riñones, puede ser una opción terapéutica para los
pacientes con disfunción renal que no toleren los
bifosfonato70. 

El uso de denosumab para el tratamiento de
osteoporosis inducida por GC no ha sido aproba-
do aún, encontrándose su estudio en fase III71. Se
necesita mayor evidencia para poder demostrar su
utilidad en la OIG61.  

Odanacatib
Odanacatib es un inhibidor de la proteasa catepsi-
na-K la cual induce la degración ósea mediante los
osteoclastos72. Un estudio en fase II realizado por
Bone y cols., que utilizaron odanacatib 50 mg una
vez por semana, demostró un aumento de densidad
mineral ósea en columna lumbar (5,5% vs. 0,2% en
grupo control) y cadera 5,5% (3,2% vs. 0,9% en
grupo control)73. Sin embargo, no existen suficientes
estudios controlados para determinar el uso adecua-
do de este fármaco en OIG, además de no haber
sido aprobado por la FDA hasta el momento.

Figura 3. Manejo de pacientes de ambos sexos <50 años que están iniciando o recibiendo terapia con gluco-
corticoides (GC)
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Inhibidores de la Esclerostina
El mecanismo responsable de la inhibición de
formación ósea en pacientes con terapia prolon-
gada con glucocorticoides, es la reducción de la
vida media y actividad de los osteoclastos. Se ha
demostrado que los glucocorticoides alteran la
formación de células óseas mediante la reduc-
ción de la proliferación de osteoblastos y supre-
sión de factores de crecimiento49. Debido a esto,
los nuevos enfoques terapéuticos se basan en
mantener la viabilidad de los osteoblastos y osteo-
citos en presencia de los glucocorticoides. 

La esclerostina (Sost) es una proteína produci-
da por los osteocitos y su función principal es
inhibir la maduración del osteoblasto74-76. Un estu-
dio realizado por Yao y cols. demostró un aumen-
to de la expresión de los genes de la esclerostina
en pacientes expuestos a una terapia con GC
durante 28 días77.

Se han desarrollado unos anticuerpos mono-
clonales a la esclerostina (Scl-Ab) actualmente
conocidos como romosozumab (AMG 785), blo-
sozumab y BPS804, que inhiben la actividad de
la esclerostina y así estimular la formación
ósea76,78.

Yao y cols. utilizaron Scl-Ab en modelos de
ratones que estaban expuestos a 4 mg/kg/día de
metilpredinolosona, y en ellos se evidenciaron
volúmenes óseos de hueso trabecular (Tb-BV/TV)
en columna lumbar y cuello de fémur más bajos,
menos masa cortical en tercio medio del fémur y
menor resistencia ósea cortical, comparado con el
grupo placebo. Además, los modelos que recibie-
ron 25 mg/kg de Scl-Ab tuvieron un incremento
del 60-125% de Tb-BV/TV y un aumento de la
resistencia vertebral del 30-70%79.

Los estudios realizados hasta al momento han
demostrado que los inhibidores de la esclerosti-
na pueden ser una opción terapéutica futura para
el manejo de pacientes con osteoporosis severa80. 

Conclusión 
La osteoporosis es una enfermedad esquelética
sistémica caracterizada por disminución de la den-
sidad mineral ósea con alteraciones de la microar-
quitectura del hueso y aumento del riesgo de frac-
tura.

Los glucocorticoides son la primera causa de
osteoporosis secundaria, siendo este un factor
independiente de morbilidad y mortalidad en
estos pacientes, debido a que la pérdida progresi-
va de masa ósea y aumento del riesgo de fractura
se inicia poco después del inicio del tratamiento
con glucocorticoides. 

Es importante identificar, y si es posible corre-
gir, los factores de riesgo y comorbilidades en
este grupo de pacientes, iniciar medidas de pre-
vención y consejos de promoción de la salud
como cambio de hábitos, y dar suplementos de
calcio y vitamina D, además del tratamiento espe-
cífico.

Conflicto de intereses: Los autores declaran no
tener conflictos de intereses.
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