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1. ENFERMEDAD DE GAUCHER

1.1 Introduccién, historia y epidemiologia

Las enfermedades de depdésito lisosomal son un grupo de enfermedades
genéticas que se caracterizan por mutaciones en los genes encargados de
codificar diversas enzimas lisosomales. Estas enzimas estan encargadas de la
degradacion de diversas macromoléculas, de manera que, en ausencia de
estas enzimas, los sustratos son acumulados, causando una serie de
disfunciones en los 6rganos donde son almacenados. Uno de los grupos de
enfermedades de depdsito liposomal son las llamadas esfingolipidosis, donde
la molécula que no es degradada, un esfingolipido, es componente de la
membrana celular o regulador de vias de sefializacion (1). Los esfingolipidos
se degradan normalmente en los lisosomas de los macrofagos del sistema
reticulo endotelial. Algunas de las esfingolipidosis son: la enfermedad de Tay-
Sachs, la enfermedad de Sandhoff-Jatzkewitz, la enfermedad de Gaucher, la
enfermedad de Niemann-Pick, la enfermedad de Krabbe, la fucosidosis, la
enfermedad de Fabry, la leucodistrofia metacromatica y la gangliosidosis

generalizada.
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La enfermedad de Gaucher (EG), es una de las enfermedades de depdsito
lisosomal, de esfingolipidosis, mas comun. Fue descrita por primera vez en
1882 por un dermatélogo francés llamado Philippe Charles Ernest Gaucher,
quien describié un paciente con esplenomegalia masiva sin leucemia (2). No
fue hasta 1905, cuando Nathan Brill acuiid el término de EG, sugiriendo su
herencia autosémica recesiva (3). La mutacion responsable de la enfermedad
se encuentra en el gen GAB1, localizado en el cromosoma 1(1g21), que
codifica para la enzima glucocerebrosidasa (GBA) (4), encargada de hidrolizar
glucocerebrosido/ glucosilceramida a glucosa y ceramida. Como consecuencia,
el glucocerebrésido se acumula en los macréfagos del sistema

reticuloendotelial.

Se estima que la EG tiene una prevalencia aproximada de 1 entre 40000-
60000, si bien en la poblacion de judios Askenazis esta prevalencia es mucho
mayor, siendo alrededor de 1 entre 800 (5). Se han descrito mas de 300
mutaciones del gen GAB1, siendo las mas frecuentes la N370S y la L444P (6).
La mutacion N370S se da mayormente en la raza caucasica, mientras que la
mutacion L444P es pan-étnica. El 90% de los alelos que provocan EG en la
poblacion de judios Askenazis corresponden a 4 mutaciones: N370S, L444P,
84GG, y IVS2fl, mientras que en el resto de la poblacion suponen entre un 50%
y 60% de los alelos. No se han identificado correlaciones entre los genotipos y
fenotipos, si bien algunas mutaciones se han relacionado con mayor riesgo de
enfermedad neuropética (homocigotos L444P o D409H, o heterocigotos
L444P/D409H) (7). Por otra parte, la mutacion N370S se ha relacionado con

formas poco sintomaticas.

1.2. Fisiopatologia

Los esfingolipidos tienen unas determinadas funciones dentro de la célula,
participando en mecanismos de reconocimiento celular, asi como en los
procesos metabdlicos de sefalizacion molecular en las vias de apoptosis 0
proliferacion. La ceramida y la esfingosina-1-fosfato actian como segundos
mensajeros e inician mecanismos de apoptosis. Su metabolismo depende de

Su estructura, los glucoesfingolipidos que tienen mas de 4 unidades de glucosa
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en la estructura de su cadena, no necesitan mas que enzimas hidroliticas; sin
embargo, aquellos que poseen menos de 4, necesitan ademas una segunda
molécula del grupo de proteinas activadoras de esfingolipidos, que en el caso
de la GBA se denomina Saposina C. La Saposina C esta codificada por un gen
ubicado en el cromosoma 10 (8). El déficit de Saposina C conlleva el desarrollo
de una enfermedad similar a la EG tipo 3, que se detallara mas adelante, con

afectacion visceral y neuropatica.

Debido a las mutaciones en el gen GBAL, existe una actividad insuficiente
de la enzima GBA, como consecuencia su sustrato, glucosilcerebrosido, se
acumula en loa macrofagos, dando como resultado las llamadas células de
Gaucher. Estas células tienen un aspecto microscopico caracteristico, con un
nucleo excéntrico y un citoplasma heterogéneo como “arrugado”. Se acumulan
en los érganos del sistema reticulo endotelial, principalmente en el higado, el

bazo y la médula 6sea, causando un amplio espectro de sintomas (9).

Glycosphingolipids
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Figura 1. Metabolismo de glucosilceramida/glucosilcerebrésido(10).

Estudios recientes han identificado la formacion de las células de Gaucher

en un subtipo especifico de macréfagos denominado M2. En la maduracién del
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monocito al macrofago existen dos vias, diferenciacion hacia M1, que es la via
clasica, o hacia M2, siendo esta la via alternativa. La subpoblacién de
macréfagos M2 es de caracter antiinflamatorio, con efecto inmunomodulador y
de reparacién de tejidos (11). El perfil de marcadores de inflamaciéon que
expresan estos pacientes sugiere un estado “pseudo-inflamatorio”,
probablemente por la activacion de macréfagos M1, de caracter inflamatorio y
la disfuncién de los macrofagos M2, de caracter antiinflamatorio. Estudios
realizados in vivo han evidenciado un aumento de citoquinas y quimiocinas en
plasma en pacientes con EG, como: IL-1 , IL-6, IL-8, TNF (Factor de necrosis
tumoral), M-CSF (Factor estimulador de colonias de macréfagos), MIP-1
(Proteina de inflamacion de macréfagos), IL-18, IL-10, TGF, CCL-18,
quitotriosidasa, CD14s, y CD163s; y que parecen tener un papel en las
complicaciones hematoldgicas y 6seas de la EG (12) (13). Sélo algunas de
estas moléculas se expresan en las células de Gaucher, en concreto, la

quitotriosidasa y CCL-18, que son ademas marcadores de la enfermedad.

1.3 Tipos de EG y manifestaciones clinicas

Se distinguen en la actualidad tres tipos de EG. La EG tipo 1 (EG1), o no
neuropatica, que es la mas frecuente, comprende el 90-95% de los pacientes
con EG. Se distingue del tipo 2 y 3 en la ausencia de manifestaciones
neurologicas, si bien estudios recientes han demostrado la asociacion de EG1,
con un riesgo de entre 4 y 20 veces mayor que la poblacion sana, con la
enfermedad de Parkinson (14) (15) (16). Se ha descrito también la presencia
de neuropatia periférica en estos pacientes (17). El debut de la EG1 es
variable, hay pacientes que permanecen asintomaticos durante toda su vida, si
bien es frecuente encontrar sintomas durante la infancia. La edad media de
diagnéstico segun el registro de pacientes con enfermedad de Gaucher es
alrededor de los 20 afios (18). Entre los sintomas mas frecuentes que
presentan estos pacientes se encuentra la fatiga, casi en un 50%. En los nifios
se observa un retraso del crecimiento y retraso de la pubertad (19). Se

encuentra hepatomegalia en hasta un 80% de los pacientes con EG tipo 1,
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causando distensiéon abdominal y dolor. Ademas de la hepatomeglia, se
observa una mayor incidencia de litiasis biliar en esta poblacién comparado con
la poblacion sana (20), sin embargo, no se ha visto un riesgo aumentado de
cirrosis o hipertension portal. Se diagnostica esplenomegalia en hasta el 90%
de los pacientes, con un tamafo del bazo incluso hasta 20 veces el tamafio
normal (21). Ocasiona al igual que la hepatomegalia, distensién abdominal y
dolor, y es en muchos casos es la piedra angular del diagnéstico de la EG, al
sospechar enfermedades hematoldgicas. Los trastornos hematoldgicos
también son algunas de las alteraciones mas frecuentes en este tipo de
pacientes; y a menudo son encontrado como hallazgos incidentales en
analiticas rutinarias. Entre las alteraciones hematologicas podemos encontrar
anemia, que causa entre otros sintomas fatiga; trombopenia, que causa
sangrados frecuentes de poca gravedad y leucopenia con la consecuente
tendencia a presentar infecciones de repeticion. Las citopenias son resultado
directo de la infiltracion de la médula 6sea y bazo por células de Gaucher. Los
sangrados (gingivales, menorragias, hematomas, etc..) no son soélo resultado
de un numero reducido de plaquetas; pero también de una actividad
disfuncional de la mismas (22). Se ha observado en este grupo de pacientes
una actividad deficitaria de varios factores de la coagulacién, consecuencia de
la hepato-esplenomegalia. Se ha visto alargamiento de tiempo de protrombina
y del tiempo parcial de tromboplastina activada, asi como déficits en los
factores de coagulacion Xl, XII, VII, X, V y | (23). Se postula que la cause de
este déficit sea la constante activacién de la cascada de la coagulacion por
parte del sistema mononuclear.

Se han descrito alteraciones en otros organos como resultado de la
infiltracion por células de Gaucher, u otros mecanismos secundarios, por
ejemplo, neumopatia intersticial que puede dar lugar a fibrosis pulmonar por
infiltracion de células de Gaucher, neumopatia restrictiva por deformacion de la
columna, o hipertension pulmonar secundaria a sindrome hepatopulmonar (24).
Hay también en la literatura casos de proteinuria y hematuria por infiltracién

glomerular por células de Gaucher (25).

La enfermedad de Gaucher tipo 2, supone menos de un 5% del total de

pacientes diagnosticados con EG. Debuta entre los 3 y los 6 meses de edad y
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se caracteriza por alteraciones neurologicas que se acompafan de
hepatoesplenomegalia. Los pacientes presentan rigidez de origen piramidal y
extrapiramidal, retraso psicomotor, y epilepsia de dificil control farmacoldgico.
No hay alteraciones Oseas en este tipo de EG. La mayoria de los nifios no

llegan al tercer afio de vida (26).

La enfermedad de Gaucher tipo 3, también llamada juvenil o EG
subaguda neuroldgica, corresponde al 5% de los casos diagnosticados como
EG. Presenta alteraciones viscerales que ademas se acompafian de alteracion
neurologica oculomotora. Debutan mas tarde que la EG tipo 2, aunque suele
ser antes de los 20 afios. El espectro clinico es muy variable, encontrando
formas moderadas y otras muy graves que presentan epilepsia y demencia
(27).

1.4 Diagnostico de la enfermedad de Gaucher

El diagndstico de la EG es a menudo un reto para los médicos; el debut
con sintomas inespecificos y el desconocimiento de la enfermedad generan
retrasos en su diagnéstico.

El diagnaostico definitivo debe hacerse confirmando la actividad deficitaria
de la GAB en leucocitos totales, en células mononucleares o en fibroblastos
cultivados que suele ser del 10-15% de la actividad normal. En la préactica
clinica habitual se usa el andlisis de GBA en gota de sangre seca, pero en caso
de un resultado positivo, es necesario confirmar el resultado con el primer test
(28). En el caso de confirmarse el déficit, se realiza el estudio genético para
determinar las mutaciones en el gen GAB1 responsables de la enfermedad. En
caso de que no se confirme el déficit, pero el cuadro clinico sea compatible, es
preciso descartar el déficit de Saposina C mediante secuenciacion genética,
sobre todo si la quitotriosidasa (QT) esta elevada.

No obstante, aunque los métodos descritos son los mas precisos, es comdn
que los clinicos lleguen al diagnéstico de EG por otros métodos. A menudo los
pacientes presentan trombopenia y esplenomegalia, y ante la sospecha de una
enfermedad hematoldgica se realiza una biopsia de médula 6sea, encontrando

células de Gaucher, aunque a veces es dificil de diferenciar de las “pseudo-
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células de Gaucher’ encontradas en algunas enfermedades hematoldgicas o
infecciosas. En otras ocasiones se realiza biopsia hepatica como estudio de
hepatomegalia, o0 elevacion de transaminasas, encontrando células de
Gaucher.

Otros parametros que pueden ser de ayuda a la hora de identificar pacientes
con EG son algunos marcadores como la QT, CCL18, la glicosilesfingosina y la
ferritina. La QT se produce en las células de Gaucher, aunque no es especifico
de esta enfermedad, ya que se encuentra elevado en muchas enfermedades
como algunas enfermedades depdsito lisosomal, y otras enfermedades como la
sarcoidosis, la talasemia, o la enfermedad de Alzheimer (29). Se ha utilizado
ampliamente en la EG como marcador diagnostico y como marcador de la
enfermedad y respuesta al tratamiento (30, 31). No se deberia utilizar en
pacientes que presentan una mutacién en el gen CHT1, que lleva a un déficit
de su actividad. CCL18 es una quimiocina producida por los macroéfagos,
sobretodo del tipo M2 y por células dendriticas. Su funcidon es promover el
reclutamiento de linfocitos T. Se encuentra elevada en numerosas
enfermedades, incluyendo cancer, reacciones alérgicas, enfermedades
inflamatorias crénicas. Es producida por las células de Gaucher y tiene una
cinética similar a la QT, con niveles elevados en plasma en pacientes con EG.
Altos niveles se asocian con peor prondstico. Es un marcador de especial
utilidad en pacientes con déficit de QT (32, 33). La glicosilesfingosina por otra
parte, es un biomarcador nuevo con una mayor sensibilidad y especificidad que
QT y CCLS, si bien su utilidad no ha sido validada con estudios a grande
escala (34, 35).

2. Afectacion 6sea en la enfermedad de Gaucher

2.1 Patogenia de la afectacion 6sea

El sistema esquelético es complejo, y esta en constante cambio. La médula
Osea es la parte fluida del hueso, mientras que el hueso esponjoso y el cortical

estan encargados de las propiedades mecanicas del mismo. El periostio cubre
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la parte externa del hueso y se compone de dos capas, una fibrosa externa y
una interna mas vascularizada que puede formar hueso nuevo. El hueso
cortical de las diéfisis y metafisis tiene un sistema de vascularizacién doble,
mientras que las epifisis solo tienen uno; esto hace que sean mas susceptibles
a infartos 6seos. La matriz 6sea se compone de material organico, sobretodo
colageno tipo 1 (encargado de dar resistencia a la traccion) y material
inorgénico, hidroxiapatita sobretodo (da resistencia a la compresion) (36). Los
elementos celulares del hueso estan encargados de mantener esta matriz. Los
precursores de osteoclastos derivan de precursores mieloides, que pueden
derivar en macrofagos y ambos expresan receptores Fcy. Los macrofagos
también pueden diferenciarse en osteoclastos; es por ello que son
considerados como una posible diana terapéutica en la EG (37). En el proceso
de remodelado 6seo se produce una resorcion 6sea por los osteoclastos y se
deposita una nueva matriz por los osteoblastos. Los osteoclastos también se
encargan de regular otras células como los osteoblastos, la salida de células
hematopoyéticas de la médula y funcionan como células inmunes durante

procesos de inflamacion (38).

En el pasado se atribuia el peso de la enfermedad 6sea en la EG a la
infiltracion 6sea por las células de Gaucher, causando oclusién vascular,
compresion y aumento de la presion intradsea (39). En la actualidad, es sabido
que en la EG hay un estado de estimulacion inmune crénica, donde la mayoria
de los estudios se centran en analizar los niveles séricos de determinadas
citoquinas (40). Las células de Gaucher no son un elemento inerte, sino que
son responsables de la produccion de proteinas. A pesar de la variacion que
existe entre pacientes, se han encontrado niveles séricos elevados de IL-1 , IL-
1, IL-1Ra, slIL-2R, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18, TNF- , TGF- , M-CSF, MIP-1, y
CCL18 (32, 41-43). Los macrofagos, principal célula afectada en la EG, tienen
diferentes funciones, pueden secretar citoquinas pro Yy antiinflamatorias
dependiendo de la sefalizacion. Las células de Gaucher son el resultado de la
afectacién de los macréfagos de la via alternativa, M2, caracterizada por la
expresion de CCL18 y QT (11). Tanto CCL18 como QT se encuentran elevadas
en suero en pacientes con EG, hasta 1000 veces su valor normal en el caso de

QT (30). Los niveles de QT se relacionan con el grado de hepatomegalia,
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esplenomegalia, concentracion de hemoglobina y plaquetas, asi como
manifestaciones 6seas (31). Son utilizadas para seguimiento, asi como para
valorar la respuesta al tratamiento(44). Ademas de los macrofagos otras
células estan comprometidas en la EG, los monocitos, las células dendriticas y

los linfocitos T y B también se encuentran afectados (45).

2.2 Manifestaciones clinicas 6seas

Uno de los aspectos claves de la enfermedad 6sea en la EG es que se
desarrolla de forma silente, en la mayoria de los casos sin relacion con la
enfermedad visceral. De esta forma, todos los pacientes con diagnéstico de EG
estan en riesgo de presentar complicaciones éseas, independientemente de la
enfermedad visceral o el genotipo (46). En el estudio de Charrow 82% de los
pacientes presentaban alteraciones radiograficas previo al inicio del tratamiento
(46). Algunos estudios han puesto en evidencia que el alelo N370S pueda tener
un efecto atenuante de la enfermedad en la médula 6sea (47).

La osteopenia es una de las alteraciones 6seas mas frecuentes,
encontrandose en todos los grupos de edad y sexo. Puede ser difusa o
localizada, y afectar tanto el hueso trabecular como el cortical (48), su
distribucion es centrifuga desde el esqueleto axial al apendicular, conmayor
afectacion de la columna vertebral.

La deformidad en tubo de matraz Erlenmeyer se produce por un
desbalance entre formacion y resorcion Osea, por defecto de accién
osteoclastica. Se produce un ensanchamiento metafisodiafisario femoral

bilateral.
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Deformidad en tubo de matraz o de Erlenmeyer (49)

Es frecuente encontrar fendbmenos de osteoesclerosis, que reflejan un
aumento actividad osteoclastica y osteoblastica sobre un proceso inflamatorio o
una crisis 0sea. Es posible apreciarlo en una radiografia simple como un
aumento de densidad en la cavidad medular.

La osteonecrosis y la necrosis avascular, son el resultado de la muerte del
tejido 6seo secundario a un proceso isquémico. Es la complicacion mas
incapacitante en los pacientes con EG. Puede afectar a la cabeza femoral,
hamero proximal, y cuerpos vertebrales. En éstos, se produce por un aumento
de la presion intramedular por infiltracion, resultando en una reabsorcion
endostica cortical con fendmenos oclusivos. El hueso epifisario es mas
propenso a infartos 6seos, dado que tiene una Unica irrigacion, mientras que la

metéfisis y diéfisis disponen de una doble circulacion.
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Otras de las manifestaciones 6seas que presentan estos pacientes son las
crisis 6seas, que corresponden a episodios de dolor agudo e intenso, con
aumento de leucocitosis y fiebre; y que puede objetivarse como una elevacion
del periostio en la radiografia simple. Suele tener una duracion de unos 3 dias,
requieren frecuentemente la inmovilizacion del paciente y el uso analgésicos
opioides para el control del dolor. Muchas veces se siguen de necrosis,
fracturas y dafio irreversible. El embarazo aumenta el riesgo de crisis 6seas. Es
uno de los sintomas que se miden para evaluar la respuesta a la TSE, ya que
tanto las crisis 6seas como el dolor 6seo han demostrado responder al
tratamiento.

Table 2. Bone crises and bone pain reported by patients
with type 1 Gaucher disease before receiving ERT

Years before ERT

Events Year 3 Year 2 Year 1
Bone crisis n =58 n= 118 n = 826
% (SE) 12 (4) 17 (4) 23 (1)
Bone pain n==67 n= 130 n =932
% (SE) 51 (6) 56 (4) 56 (2)

ERT, enzyme replacement therapy; SE, standard error.

Datos del registro ICGC sobre las crisis 6seas y dolor 6seo tras el inicio de
TSE. (50)

2.3 Métodos de evaluacion de afectacion 6sea

Densitometria 6sea, Dual Energy X-ray Absorptiometry (DXA)

La densitometria ésea se ha considerado la técnica de eleccion para la
valoracion cuantitativa del hueso en adultos con EG1. Se realiza en la columna

lumbar L1-L4 y en cadera (cadera total y cuello femoral). Los parametros
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obtenidos varian en funcion del tamafio de los huesos, madurez esquelética y
pubertad. Los huesos pequefios tienden a infra estimar la DMO. Otros factores
gue pueden interferir en las medidas son la presencia de necrosis avascular del
fémur proximal o las fracturas vertebrales. Asi mismo la presencia de

osteofitos, calcificaciones vasculares y calculos pueden sobre estimar la DMO.

El parametro de referencia de la DXA para hombres menores de 50
afos, mujeres premenopadusicas y poblacion pediatrica es el Z-score, que
refleja la media de la DMO del individuo comparado con la poblacion del mismo
sexo, edad y etnia (51). Para las mujeres postmenopausicas y hombres por
encima de 50 afios se prefiere el uso del T-score, que compara la DMO del
individuo con la de adultos jovenes (20 a 29 afios) del mismo sexo. La
interpretacion se basa en la clasificacion densitométrica de la Organizacion
mundial de la Salud (OMS), donde un T-score de entre -1.0 y -2.5 indica
osteopenia, y un T-score de -2.5 indica osteoporosis. Las recomendaciones
actuales son que se deberia realizar una DXA basal a todos los pacientes con
EG1, y posteriormente repetirla cada 12-24 meses en los no tratados y en los
tratados que han alcanzado la meta terapéutica, mientras que en los que no la
han alcanzado se deberia repetir cada 12 meses (52). Se recomienda utilizar el

mismo dispositivo y el mismo operador.
Resonancia Nuclear Magnética (RMN)

La RMN es un método extremadamente sensible para evaluar la
patologia 0sea en la EGL1. La infiltracibn de la médula 6sea por células de
Gaucher desplaza la grasa de la médula 6sea, de manera gque se capta una
sefial menos intensa. Cuando la infiltracion disminuye tras la TSE, la grasa de
la médula 6sea se recompone, de manera que la sefial que es captada se
normaliza. Otros cambios son irreversibles, como los infartos 6seos o la
fibrosis. La RMN también es capaz de captar de forma muy sensible
fendmenos como la osteonecrosis, con una intensidad de sefial aumentada en
TlyT2.

El grupo de colaboracion de registro de Gaucher internacional (ICGG)
recomienda la realizacién de una RMN en el momento del diagndéstico, y cada
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12-24 meses en los pacientes que no reciben TSE y los que estan en TSE pero
no han conseguido su meta terapéutica, mientras que los que si la han
conseguido se recomienda cada 24-36 meses (52). Se recomienda asi mismo
la realizacién de RMN en caso de cambio de tratamiento o aparicion de nuevas
complicaciones 0seas. Se considera que la RMN es coste-efectiva, en relacion

al valor diagndstico y el coste terapéutico.
RMN semicuantitativa- Quantitative Chemical Shift Imaging

La RMN es un método cualitativo, se han desarrollado también métodos
semicuantitativos para valorar la infiltracion en médula 6sea por las células de
Gaucher. La importancia de medir la infiltracion de la médula 6sea radica en
que refleja el riesgo de crisis 0seas y de osteonecrosis, y forma parte del indice
de severidad de la enfermedad. La RMN semicuantitativa compara la
intensidad de sefial con una referencia interna estandarizada. Se han
desarrollado hasta el momento seis métodos, que difieren segun el area

corporal que es evaluada.

Otro método desarrollado como RMN cuantitativa es el Quantitative
Chemical Shift Imaging (QCSI). QCSI cuantifica el contenido de grasa
utilizando las frecuencias resonantes de la grasa y del agua en la médula 6sea
(53). Su principal limitaciébn es que no esta disponible de forma universal,
precisa de un técnico especializado y su interpretacién lleva mucho tiempo. Por

todo ello no se utiliza en la préactica clinica habitual.
Radiografia simple

La radiografia esta disponible de forma universal y es econdmica, pero
tiene una baja sensibilidad a la hora de detectar cambios leves en los pacientes
con EG1. Su utilidad principal se basa en la deteccién de fracturas; aunque
también es util a la hora de detectar otras lesiones: adelgazamiento cortical,
zonas de osteonecrosis y osteoesclerosis, y deformidad de Erlenmeyer, que
pueden ayudar al diagnéstico de la enfermedad (54). El ICGC recomienda una
valoracion inicial con radiografia simple de fémur, columna y otras &reas

sintomaticas.
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Biomarcadores de dafio 6seo

El recambio 6seo se puede medir a través de una serie de
biomarcadores especificos para actividades enzimaticas, la liberacion de varios
componentes estructurales del hueso y proteinas involucradas en la formacion
del hueso. A lo largo de los afios varios estudios han medido estos parametros
en pacientes con EG1 (33, 55-59). Los niveles de hidroxiprolina total en orina
se utilizan para medir la hiperactividad osteoclastica. En el estudio de Stowens
et al, se encontré que un tercio de los pacientes con EG1 presentaban niveles
de hidroxiprolina disminuidos (39), sugiriendo una actividad osteoclastica
disminuida. Otros estudios apuntan a una actividad osteoblastica también
disminuida en pacientes con EG1 sin TSE, reflejado por un descenso de hasta
tres veces en los niveles de marcadores de actividad osteoblastica:
osteocalcina (55) o P1NP (56). Van Dussen evidencié una reduccion
significativa en los niveles de osteocalcina, sin cambios en los niveles de CTX,
marcador de actividad osteoclastica (60), sugiriendo que la alteracion del
recambio 6seo en pacientes con EG es a expensas de una formacién del
hueso reducida. El estudio de Mikosch apoya esta hipétesis, ya que los niveles
de fosfatasa &cida resistente al tartrato (marcador de osteoclastos) era normal
en su serie de pacientes con EG (61). A pesar de los datos arrojados por estos
estudios, un revision sistematica reciente comprueba que los resultados no son
consistentes, y a menudo son contradictorios (59). Es por ello que no se
recomienda su uso para evaluacion o seguimiento de estos pacientes. Cabe
destacar que los marcadores reflejan una valoracion del hueso puntual,
mientras que las pruebas de imagen ofrecen una imagen de los efectos
acumulativos de la pérdida o ganancia de hueso a lo largo de la vida. Si se
recomienda, no obstante, medir los niveles séricos de calcio, fosforo, fosfatasa

alcalina 6sea, PTH, calcio y fosforo urinario, asi como 25-hidrovitamina D.

Escala FRAX (Fracture Risk Assessment Tool)

La escala FRAX, disefiada por la OMS y de gran utilidad en muchas
poblaciones, no se usa de forma habitual en pacientes con EG, por lo que se
desconoce si tendria eventualmente aplicabilidad. EI FRAX estima la
probabilidad de fractura mayor osteoporética (vertebral clinica, cadera,
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antebrazo y humero) a 10 afios, aplicando un algoritmo basado en la edad, el

sexo Y factores clinicos (con o sin la DMO).

Microindentacion por impacto

No existen hasta la fecha estudios en esta poblacion utilizando esta

técnica, que se detalla en el apartado 4 de este manuscrito.

2.4 Tratamiento de la enfermedad de Gaucher

Existen en la actualidad dos tipos de tratamientos especificos para la EG, la
TSE vy la terapia de reduccion de sustrato (TRS). El objetivo es el tratamiento
de los pacientes antes de que se manifiesten las complicaciones que pueden
dejar secuelas o no puedan ser tratadas, como esplenomegalia masiva fibrosa,
necrosis avascular, osteoartritis secundaria, compresion vertebral o fibrosis

hepatica.

Terapia Sustitutiva Enzimatica (TSE)

El principio de la TSE es la administracion de glucocerebrosidasa a las
células de Gaucher. A principios de los 90 se extrajo la enzima de placenta
humana, y se desarroll6 la imiglucerasa Yy, posteriormente, la
glucocerebrosidasa recombinante (Cerezyme®, Sanofi-Genzyme). Otras
enzimas recombinantes que se han comercializado son Velaglucerasa (Vpriv®,
Shire) y Taliglucerasa. Las dos primeras se producen en mamiferos y tienen
pocas diferencias, mientras que la ultima se produce en células de plantas. Se
administran de forma parenteral con una dosis inicial recomendada de 60U/Kg
por semana (62), que posteriormente se reduce tras alcanzar las metas
terapéuticas. Para valorar de forma integral un paciente con EG1l y su
respuesta al tratamiento es necesario evaluar los aspectos mas importantes de
la enfermedad: recuento de plaquetas y eritrocitos, volumen de higado y bazo,
calidad de vida, crisis y dolor 6seos, remodelado 6seo, grasa en médula 6sea y
DMO. En la actualidad la estrategia de tratamiento utilizada es la dosis-

respuesta (63), de forma que la dosis y las infusiones se ajustan de acuerdo
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con la evolucion clinica y de los marcadores. La trombocitopenia suele mejorar
con la TSE, aunque en pacientes con esplenomegalia residual o presencia de
nddulos hepéticos puede persistir (64). La mayoria de los pacientes refiere
mejoria tras 24-48 meses de tratamiento (65). La infiltracion de la médula ésea
y la osteopenia mejoran gradualmente con la TSE (66), también los dolores
0seos mejoran y se objetivan menos crisis 6seas (50). Las complicaciones
Oseas se reducen, aunque la TSE no las previene completamente (67). El
tratamiento precoz con TSE reduce el riesgo de necrosis avascular. No se ha
evidenciado mejoria de las alteraciones neurologicas con la TSE. La respuesta
a la TSE en la enfermedad 6sea es mucho mas lenta que en las alteraciones
viscerales. En un estudio de pacientes que recibieron imiglucerasa 60U/Kg
cada 2 semanas, 73% de los pacientes refirieron una mejoria del dolor 6seo
comparado con el basal a los 3 meses de tratamiento. Pero a los dos afios, un
48% aun aquejaba dolor 6seo (68). La mejoria en la RMN puede tardar entre 2
y 3 afos. Otro estudio refleja un tiempo de 8 afos para conseguir una DMO

normal en pacientes en tratamiento con TSE (66).

El tratamiento con TSE, dado su elevado coste, se reserva para aquellos
pacientes que presentan sintomas clinicos o alteraciones bioldgicas. Es un
tratamiento relativamente seguro, aunque se han declarado casos de

reacciones alérgicas, asi como desarrollo de anticuerpos contra la enzima.

TRS

El objetivo de la TRS es reducir el exceso de glucocerebrosido
disminuyendo su produccion. Miglustat (Zavesca®, Actelion) es un inhibidor de
la sintesis de glucocerebrdsido, de manera que se reduce su produccion en las
células de Gaucher (69). Es efectivo para el tratamiento de la hepatomegalia y
esplenomegalia asi como en el descenso de los niveles de quitotriosidasa (QT),
aunque puede tardar hasta 24 meses en corregir los pardmetros
hematoldgicos. Sus efectos sobre el hueso no han sido evaluados de una
forma exhaustiva. Tiene la ventaja sobre el TSE de que es un tratamiento oral,
aungue tiene mas efectos secundarios como diarrea, neuropatia periférica o

pérdida de peso (70). Se suele utilizar como tratamiento de segunda linea en
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pacientes que no toleran la TSE. Al igual que la TSE no tiene efectos sobre las
alteraciones neurolégicas. Recientemente se ha comercializado otro inhbidor:
Eliglustat (Cerdelga®, Sanofi-Genzyme) mas potente que Miglustat (71) y que
ha demostrado tener efecto en el hueso, donde se evidencié en un grupo de
pacientes que recibid tratamiento durante 4 afios un aumento significativo de la
DMO (72).

Chaperonas

Las proteinas chaperonas son un conjunto de proteinas presentes en
todas las células, cuya funcion principal es la de ayudar al plegamiento de otras
proteinas recién formadas en la sintesis de proteinas. Se esta estudiando el
uso de chaperonas para restablecer la actividad intracelular de la GBA

mutante. Estudios preliminares han arrojado resultados positivos (73).

Bifosfonatos

El efecto de la TSE en la DMO sigue sin estar bien establecido, aunque
algunos estudios apuntan que los pacientes con osteopenia mejoran tras varios
afios de tratamiento (66). Algunos estudios defienden que el tratamiento con
bisfosfonatos aumenta la DMO en los pacientes que reciben simultaneamente
TSE (74), sin embargo, no existe aun suficiente evidencia cientifica ni ensayos
aleatorizados para recomendar el uso sistematico de los mismos. Tampoco
existen para el uso de terapia hormonal, Teriparatide o Denosumab.

Para los pacientes con EG1 que persisten con osteoporosis a pesar de
la TSE, y sobretodo en los pacientes de mas edad con riesgo de caidas,

parece una medida con un riesgo-beneficio positivo el uso de bifosfonatos.

Otros tratamientos

Previo a la existencia de la TSE uno de los tratamientos era la
esplenectomia, que hoy en dia no estd recomendada. Varios estudios
demostraron la asociacion entre enfermedad 0sea severa y esplenectomia (75,
76). Un estudio evidencio la aparicion de lesiones liticas meses después de la

esplenectomia, se ha descrito la esplenectomia como factor de riesgo
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independiente para osteonecrosis (77) y se han observado niveles de DMO
mas bajos en pacientes asplénicos comparados con pacientes no
esplenectomizados (78). Sin embargo, otros estudios no han encontrado estos
hallazgos, e hipotetizan sobre la posibilidad de que estos pacientes
esplenectomizados tuviesen un grado mas severo de EG1, y por lo tanto mayor

enfermedad Gsea (79).

3. Afectacion 6sea en pacientes con enfermedad renal crénica

3.1 Enfermedad renal cronica y trasplante renal: definicion, prevalencia,
mortalidad

La definicion de enfermedad renal cronica (ERC) es la disminucion de la
funcién renal, expresada por un filtrado glomerular (FG) inferior a 60
ml/min/1,73 m2 o como la presencia de dafio renal de forma persistente
durante al menos 3 meses. Las principales causas de ERC con la hipertension
y la diabetes en los paises desarrollados (80). Se clasifica de acuerdo a una
serie de grados, y cuando su FG estimado (FGe) es inferior a 60, es decir, se
encuentra en grado 3, 4 0 5 de ERC.

Categorias por albuminuria, descripcion e intervalo

Al A2 A3
Prondstico de la ERC segan FGe y albuminuria: KDIGO 2012 Normal o Aumento Aumento
aumento leve moderado grave

<30mg/lg | 30-299mg/g | > 300 mglg
<3 mg/mmol | 3-29 mg/mmol | > 30 mg/mmol

G1 Normal o alto > 90
G2 Levemente disminuido 60-89
Categorias por
FGe, descripcion | G3a Descenso leve-moderado 45-59
y rango (mV G3b Descenso moderado-grave 30-44
min/1,73 m?)
G4 Descenso grave 15-29
G5 Fallo renal <15

Sociedad Espafiola de Nefrologia. Documento de Consenso (81)
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La ERC tiene una alta prevalencia, y afecta a un 5-10% de la poblacion
mundial (82). En Espafia esta cifra se sitla en el 6.8% de la poblacién, y
aquellos con ERC terminal (ERCT), que precisan terapia renal sustitutiva con
didlisis o trasplante renal, la prevalencia es del 0.03% (83). El TR se ha
convertido en la terapia de eleccion para la mayoria de las causas de ERC
terminal dado que mejora la calidad de vida y la supervivencia frente a la
terapia renal sustitutiva. En el afio 2016 se trasplantaron en Espafia 2994
rilones, de los cuales 341 fueron de donante vivo (84), y en el 2014 habia en
Catalufia 5.278 trasplantados renales (TR) con rifidn funcionante. Tanto los
pacientes con ERC terminal como los pacientes con TR tienen un riesgo
aumentado de mortalidad comparado con la poblacién general. En Espafia, la
ERC terminal la mortalidad anual es alrededor de 15% en los pacientes que se
encuentran en terapia de sustitucion renal y 2.5% en los pacientes portadores
de un trasplante renal (85). La principal causa de mortalidad al igual que en el
resto de la poblacion es la cardiovascular, ya que estos pacientes acumulan
varios factores de riesgo. EI TR mejora la supervivencia, pero la mortalidad

sigue siendo superior al resto de la poblacion (86).

3.2. Enfermedad mineral ésea, hiperparatiroidismo secundario y osteoporosis

asociado a la enfermedad renal crénica

La hormona paratiroidea es el regulador del metabolismo del calcio. Se
segrega por la glandula paratiroidea en respuesta a hipocalcemia e
hiperfosfatemia. Estimula los osteoclastos produciendo resorcion Osea y
consecuentemente un aumento de los niveles séricos de calcio y fosforo.
Ademas, estimula la actividad de la 1-hidroxilasa en el rifidbn, aumentando la
produccion de 1,25 di-hidroxivitamina D. También aumenta la reabsorcion del
calcio y disminuye la de fosforo en el tubulo renal distal, disminuyendo el
aclaramiento de calcio. Aumenta la absorcion intestinal de calcio y de fosforo
de forma indirecta, a través del aumento de produccién de 1,25 di-
hidroxivitamina D. Como resultado de todo ello, los niveles elevados de PTH
dan hipercalcemia, hipofosfatemia y calcio y fésforo urinarios elevados. El
calcio ejerce un feedback negativo sobre las glandulas paratiroideas a través

del receptor de calcio (87).
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La vitamina D también forma parte de la regulacion del metabolismo
fosfo-calcico, y aunque se sintetiza en la piel también se obtiene a través de la
dieta. Su metabolito activo es la 1,25 di-hidroxivitamina D, que se encarga
principalmente de la disponibilidad de calcio y fésforo para la formacion de
hueso a través de la absorcion intestinal y de la reabsorcién a nivel del tubulo
distal, asi como regulando la secrecion de PTH. El Factor de crecimiento
fibroblastico 23 (FGF23) es secretado por los osteocitos y tiene un papel muy
importante en la regulacién del fosforo. Su estimulo es la hiperfosfatemia, y
como consecuencia aumenta el aclaramiento renal de fosforo y estimula la 1-
hidroxilasa disminuyendo los niveles de 1,25 di-hidroxivitamina D (88). A través

de su receptor FGFR1-Klotho, inhibe la funcién paratiroidea (89).

- y + PO4
/ Vitamin D
required
Vitamin D —
itamin PT’H/,——T”" 4 Increase
&' ' | osteoclasts
+/ activity
Ca and ::?_,’ /}
PO4 Jpj " FGF-23
absorptmnT =g
/

PTH effect:

1. Ca reabsorption t
2. PO4 reabsorption |
3.1,25Vit. D1

FGF-23 effect:
1. PO4 reabsorption |
2. 1,25 Vit. Dl
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Homeostasis normal de calcio, fésforo, PTH y FGF23 (90).
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En la ERC, a medida que el filtrado glomerular desciende lo hace
simultdneamente el aclaramiento de fésforo, con la consiguiente
hiperfosfatemia y estimulacion de secrecion de PTH. Este es el mecanismo
principal por el que se produce el hiperparatiroidismo secundario. Este proceso
se perpetla y agrava a medida que el FG desciende. En pacientes con en ERC
grado 5 se observan los niveles mas elevados de PTH en humanos, con unas
graves consecuencias como: hipercalcemia, calcificaciones de tejidos blandos,
aumento del remodelado 6seo con niveles de fosfatasa alcalina 6sea elevados,
osteitis fibrosa quistica severa, pérdida de DMO vy fracturas de fragilidad. El
tratamiento que se utiliza para reducir los niveles de fésforo y PTH, el
hiperparatiroidismo secundario en los pacientes con ERC, se basa en captores
del fésforo, esteroles o analogos de vitamina D y calcimiméticos. Los pacientes
con ERC grado 5 en quienes no se puede controlar el hiperparatiroidismo

deben ser evaluados para plantear paratiroidectomia (91).

El término clasico osteodistrofia renal se ha sustuido hoy en dia por el
término enfermedad mineral 6sea (EMO), y afecta al 100% de los pacientes
con ERC en alguna de sus formas (91). Existen tres aspectos clase en la EMO;
el remodelado 6seo (que puede ser alto, normal o bajo), la mineralizacion 6sea
(que puede ser normal o anormal) y el volumen éseo. En funcion de estos

aspectos se distinguen varios tipos de patologias en la ERC-EMO.
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Cada eje representa uno de los componentes descritos.
OM: osteomalacia, AD: enfermedad 6sea adindmica, OF: osteitis fibrosa, HPT:

hiperparatiroidismo, MUO (osteodistrofia urémica mixta) (91)

Enfermedad 6sea adinamica (Bajo remodelado 6seo)

Se caracteriza por un bajo recambio 6seo, sin acumulacion de osteoide
y una disminucion de osteoblastos y osteoclastos. Tanto la sintesis de
colageno como la mineralizacion son discretamente anormales. Este hecho
diferencia esta entidad de la osteomalacia, donde el defecto de mineralizacion
supera el defecto en la formacién Osea resultando en un exceso de osteoide
(92). Se ha identificado en pacientes con ERC en tratamiento conservador, asi
como en pacientes en terapia de sustitucion renal. Aunque en un porcentaje de
casos no se conoce la etiologia, en muchos se asocia con el tratamiento
(vitamina D, cinacalcet, o paratiroidectomia) para controlar los niveles elevados
de PTH, produciéndose en ocasiones una sobre-supresion. Se caracteriza por
una DMO disminuida y se asocia a fracturas de fragilidad, aunque no hay un
perfil biogquimico que la identifiqgue. Es importante realizar un estudio

histomorfométrico para su diagndstico, ya que el tratamiento con bisfosfonatos,
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que reducen el remodelado 6seo, en pacientes donde ya esta disminuido,

puede ser de efectos negativos (93).

Osteitis fibrosa (Alto remodelado 6se0)

La osteitis fibrosa es el resultado de la estimulacion osteoclastica y
resorcidn O0sea secundarias a niveles elevados de PTH. Puede dar lugar a
episodios de dolor 6seo y fracturas. Si se perpetla en el tiempo, las zonas de
mayor resorcién ésea pueden ser remplazadas por tejido fibroso formando un
tumor pardo. Son facilmente identificables en las radiografias simples como

lesiones liticas que a menudo se confunden con lesiones metastasicas.

Osteomalacia (Bajo remodelado 0seo0)

La osteomalacia se desarrolla cuando los niveles séricos de calcio,
fésforo o vitamina D estan disminuidos o cuando los osteoblastos no producen
suficiente fosfatasa alcalina y se produce la acumulacion excesiva de osteoide
no mineralizado en la superficie 0sea. Era también muy frecuente en pacientes
tratados con hemodialisis; a medida que el aluminio se acumulaba en la
superficie Osea, interferia con la formaciébn de hueso, dando lugar a
osteomalacia. Desde que se identificO su patogenia y siendo una causa
reversible su frecuencia ha disminuido notablemente. Los pacientes con
osteomalacia pueden presentar fracturas por fragilidad. Los bisfosfonatos
l6gicamente estan contraindicados en este grupo de pacientes y es por ello que
es de vital importancia realizar un diagnéstico acertado (94). El tratamiento es
relativamente sencillo, bien mediante el uso de quelantes de aluminio o

suplementacién de vitamina D, segun la etiologia.

Osteodistrofia Urémica Mixta (Alto remodelado 6seo y mineralizacion anormal)
Se define como la combinacion de la enfermedad de alto remodelado
con una variedad de bajo remodelado, la osteomalacia. Se caracteriza por la
coexistencia de osteitis fibrosa y un incremento del grosor de osteoide tipico de
osteomalacia. La tasa de mineralizacién puede ser variable, aunque siempre es

insuficiente para mineralizar el osteoide depositado.
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3.3 Diagnostico de la enfermedad mineral 6sea y osteoporosis en la

enfermedad renal crénica

La biopsia 6sea de cresta iliaca con doble marcaje con tetraciclinas y el

estudio histomorfométrico, estan consideradas como las mejores técnicas de
diagnostico de estas entidades que forman parte de la EMO en el paciente con
ERC (85).
La ERC-EMO hace que la relacion entre la DMO vy las fracturas sea mucho mas
compleja que en la poblacién general. En la poblacion de pacientes con ERC
etiologias completamente opuestas pueden dar lugar a una DMO disminuida
(95). Como ejemplo, una DMO baja puede ser resultado de una enfermedad
con remodelado 6seo aumentado o disminuido, puede ser por osteoporosis
secundaria, asociada a la edad o con el sexo; y ser completamente
indistinguibles a nivel de DXA. Es por ello que en 2009, el grupo Kidney
Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) desaconsejaba la determinacion
de DMO en pacientes con ERC grado 3-5, ya que no era capaz de predecir el
riesgo de fractura de la misma forma que lo hace en la poblacién general y
tampoco era capaz de dilucidar el tipo de EMO presente (96). Estudios
recientes, sin embargo, han avalado la capacidad de la DXA para predecir el
riesgo de fractura en pacientes con ERC grados 3-5 sin terapia de sustitucion
renal (97, 98).

La radiografia 6sea por otra parte tiene valor diagndstico para identificar
lesiones caracteristicas de la osteodistrofia renal, pero los cambios son tardios,
de manera que su principal utilidad es la de detectar fracturas vertebrales
asintomaticas.

La tomografia computarizada cuantitativa periférica de alta resolucién ha
sido utilizada tanto en pacientes con ERC como en TR y permite junto con la
resonancia magneética de alta resolucion analizar la microarquitectura 6sea. No
se utilizan en la practica clinica habitual por su elevado coste (99).

La microindentacion 6sea no se ha evaluado previamente en pacientes
con ERC, aunque si se ha evaluado en TR a largo plazo (100).

El FRAX no se usa de forma habitual en pacientes con ERC, por lo que

se desconoce si tendria eventualmente aplicabilidad. EI FRAX estima la
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probabilidad de fractura mayor osteoporética (vertebral clinica, cadera,
antebrazo y humero) a 10 afios, aplicando un algoritmo basado en la edad, el
sexo Yy factores clinicos (con o sin la DMO). Un estudio reciente en TR donde
se aplico el score FRAX encontré concordancia entre la estimacion de riesgo y

la tasa de fractura observada(101).

3.4 Tratamiento de la enfermedad mineral 6sea y osteoporosis en la

enfermedad renal crénica

La DMO disminuida en esta poblacion se atribuia esencialmente a la
EMO por ERC, y el tratamiento preferido era el control de la hiperfosfatemia y
la disminucién de niveles de PTH, sin uso de otros tratamiento anti-resortivos.
Estudios recientes han avalado la habilidad de la DXA para predecir el riesgo
de fractura en pacientes con ERC grados 3-5 sin terapia de sustitucién renal
(97, 98). Otro de los aspectos que ha cambiado con respecto a las guias del
2009, es la recomendacion sobre el uso de bifosfonatos en esta poblacion.
Hasta entonces solo se recomendaba su uso en pacientes con ERC grado 1-2,
y en grado 3 siempre y cuando los niveles séricos de PTH fueran normales y
hubiese osteoporosis o0 un riesgo elevado de fractura (96). En el resto de
grados se desaconsejaba su uso en pacientes sin biopsia ésea por su
asociacion con dafio renal, proteinuria y el riesgo de suprimir remodelado 6seo
en pacientes con enfermedad 6sea adinamica no diagnosticada (102). Sin
embargo aun no hay disponibles ensayos clinicos que evallen la eficacia de
los bifosfonatos en esta poblacion, si bien si se han publicado varios estudios
en pacientes con ERC grados 3-4 sin alteraciones metabdlicas con resultados
favorables(103, 104).

Aunque se han descrito efectos adversos renales con Denosumab, el
hecho de que no tenga aclaramiento renal hace que sea un buen candidato de

tratamiento en estos pacientes, y asi lo han avalado varios estudios realizados
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en pacientes con ERC(105). Se debe tener precaucion en pacientes con
elevado recambio 6seo por el riesgo de producir hipocalcemia severa(106).

No hay estudios realizados en pacientes con ERC y tratamiento con
Teriparatide.

Las mujeres con ERC presentan menopausia precoz en comparacion
con las mujeres de la poblacién general. El tratamiento con moduladores de los
receptores estrogénicos, y en concreto raloxifeno, ha demostrado aumentar la
DMO en mujeres postmenopausicas y en mujeres con ERC ademéas de

disminuir el riesgo cardiovascular (107).

3.5 Enfermedad mineral 6sea y osteoporosis asociado al trasplante renal

Los trasplantes de 6rgano sélido se han convertido en un tratamiento
efectivo para las enfermedades terminales de varios érganos y también en la
enfermedad renal cronica terminal. Los avances en los Ultimos afios han
permitido mejoras importantes en la técnica quirdrgica y en la medicacion
inmunosupresora. Sin embargo, la mejoria en la supervivencia se ha visto
acompafiada de algunas complicaciones, y entre las mas importantes se
encuentran la osteoporosis y las fracturas osteoporoticas.

Es en los primeros 6 meses tras el trasplante en los que los pacientes
presentan el mayor riesgo de fractura. La DMO desciende una media de entre
un 5.5% y 19.5% (108) en estos primeros seis meses y entre un 2.6% y un
8.2% en los siguientes 6 meses hasta el afo, y desciende hasta 0.4%-4.5%
después de un afio, manteniéndose estable posteriormente (109). La
prevalencia de osteopenia tras el trasplante renal se encuentra en torno al 25-
35%, mientras que la de osteoporosis es de 8-28% (110, 111). El mecanismo
fisiopatologico de este fendmeno se basa en una formacion y mineralizacion
O0sea disminuidas acompafiado de una resorcion 6sea persistente. En el pre-
trasplante, se debe principalmente a una pérdida de hueso cortical por el
hiperparatiroidismo secundario. Tras la recuperacion de la funcién renal en el
TR, se restituye la capacidad de sintetizar 1,25 VD y de responder a la
hiperfosfatemia con la excrecion urinaria de fosforo, solucionandose por tanto

el disbalance que dio lugar inicialmente al hiperparatiroidismo secundario en la
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ERC. Sin embargo, estas correcciones metabdlicas no siempre resultan en una
normalizacion de la PTH, y el hiperparatiroidismo persistente postrasplante es
un fendmeno frecuente, que se produce hasta en un tercio de pacientes con
TR a los 12 meses pos-trasplante y en un 20% cinco afos tras el mismo,
incluso en los que alcanzan buena funcion renal (112). A pesar de este
fendbmeno, en el post-trasplante la pérdida de hueso es principalmente
trabecular, y se atribuye sobre todo al tratamiento inmunosupresor, en especial
con glucocorticoides (113).

Tratamiento Inmunosupresor

Glucocorticoides  (GC): Su uso esta asociado a pérdida de hueso,

principalmente trabecular y riesgo de fractura. Los pacientes trasplantados
reciben dosis altas de corticoides en el periodo inicial post-trasplante, que
posteriormente se van reduciendo gradualmente, y la pérdida inicial de DMO se
atribuye fundamentalmente a este tratamiento (114). Los mecanismos por los
que los GC tienen un efecto deletéreo en el hueso son tanto directos como
indirectos. Por un parte los GC tienen un efecto sobre los osteoblastos,
osteoclastos y osteocitos (115). Varios estudios han encontrado en las células
estromales y de los osteoblastos un cambio en la ratio del ligando de receptor
activador para el factor nuclear k B, mas conocido como RANKL (Receptor
Activator for Nuclear Factor k B Ligand) y la osteoprotegerina (OPG), que
induce la osteoclastogénesis y resulta en una resorcion ésea aumentada (116).
Otros estudios sugieren que los GC potencian CSF-1, una citoquina encargada
de la supervivencia de los osteoclastos, de forma que potenciaria
consecuentemente la resorcién 6sea. Por otra parte, se han identificado varios
mecanismos encargados de la supresion de la diferenciacion de los
osteoblastos y su apoptosis, como la supresion por parte de los GC de la via
sefalizacion de Wnt/p -catenina y la proteina 6sea morfogenética (BMP-2)
(117). El efecto indirecto que tienen los GC sobre el hueso incluye la reduccién
de la absorcion intestinal de calcio, la reduccion de la excrecion de hormona

del crecimiento y de los estrogenos y androgenos (118).
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Inhibidores de Calcineurina; Ciclosporina y Tacrolimus. Este grupo de

inmunosupresores limitan la funcion de los linfocitos T a través de la supresion
de genes reguladores que codifican proteinas como: IL-2, receptor de IL, y
protooncogenes como H-ras y c-myc (119). Varios estudios han confirmado la
pérdida de DMO tras el uso de Ciclosporina (mayor que con Tacrolimus), si
bien el mecanismo por el que se produce no esta bien esclarecido. Tacrolimus
también es responsable de la pérdida de DMO, se cree que es debido a un
desequilibrio en el sistema RANK/RANKL/OPG resultando en un predominio de

resorcion 6sea sobre la formacion 6sea (120).

Inhibidores de la via mTOR (imTOR): Sirolimus y Everolimus. Ambos tienen

una funcidon antiproliferativa y antiangiogénica, y por ellos interfieren el
metabolismo 6seo. Sin embargo, varios estudios sugieren que este grupo de
inmunosupresores tiene un efecto sobre el hueso menos dafino que el ejercido
por los inhibidores de calcineurina, e incluso que Everolimus puede tener un

papel protector al reducir la resorcién ésea (120).

Otros _inmunosupresores: MMF y Azatioprina: No hay muchos estudios que

hayan analizados el efecto de estos inmunosupresores sobre el hueso; en

modelos animales no se objetivaron efectos adversos sobre el tejido 6seo.

La tasa de fractura de los pacientes con TR es de alrededor de un 11%,
pero aumenta en la poblacion de trasplantados diabéticos, siendo ademas las
fracturas principalmente apendiculares (cadera, pie, tobillo). Esto supone un
riesgo aumentado de mas de 3 veces con respecto al resto de la poblacion
(121). Este riesgo se mantiene hasta 10 afios tras el trasplante, sugiriendo una
fragilidad 6sea a pesar de la mejoria de los parametros metabdlicos (122).
Entre los factores de riesgo de fractura se encuentra la edad, raza blanca,
didlisis previa y fractura previa al trasplante (123). Otro estudio longitudinal
encontré que el hiperparatiroidismo persistente era un factor de riesgo
independiente (124). Los trasplantados renales que presentan una fractura
tienen una evolucién desfavorable con un riesgo de mortalidad 60% mayor que

la poblacion general (125).
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Es por ello que es de gran importancia realizar una correcta evaluacion pre y
post trasplante. Se recomienda en el pre-trasplante la realizacion de DXA de
forma rutinaria, en cadera y columna lumbar, asi como radiografia de columna
para detectar las fracturas prevalentes. Solo existe hasta la fecha un estudio
que valora la microarquitectura é6sea en estos pacientes mediante
microindentacion por impacto (100). Las alteraciones metabdlicas como el
déficit de vitamina D, hiperparatiroidismo secundario o hipogonadismo deben
ser corregidas siempre y cuando sea posible. Los pacientes deben recibir
suplementacion de calcio y vitamina D. Se debe ademas alentar a estos
pacientes al abandono del habito tabaquico, endlico o una vida sedentaria.

En el caso del post-trasplante, y en la medida de lo posible, es aconsejable
prescribir los GC el menor tiempo posible y a la dosis mas baja, ya que son el
principal motivo de las alteraciones Oseas descritas. Se recomienda continuar
la suplementacion con vitamina D, ya que varios estudios han demostrado la
propensién de esta poblacién a presentar déficit o insuficiencia de vitamina D
(126). Otros tratamientos que se valoran en el periodo de post-trasplante son
los bisfosfonatos (que encuentran su principal limitacion en el grupo de pre-
trasplante por su toxicidad renal). ElI pamidronato, el ibandronato o el
risedronato oral previenen la pérdida de DMO y estdn especialmente
recomendados en pacientes con diabetes tipo I, varones por encima de 65 y
mujeres por encima de 45 afos, ante fracturas 0seas de estrés preexistentes y
si se realiza inmunosupresion con esteroides a altas dosis (127, 128). Apenas
existen estudios para el uso de Calcitonina o Teriparatide en estos pacientes,
mientras que estudios recientes avalan el uso de Denosumab en este
poblacion, ya que aumenta la DMO aunque aumenta también la tasa de

infecciones urinarias (129).
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4. Microindentacion

4.1 Medir laresistencia del hueso

Desde un punto de vista clinico, la resistencia del hueso podria ser
definida como la habilidad del hueso para resistir traumatismos sin romperse.
En la definicion actual de osteoporosis la resistencia del hueso integra la
cantidad y la calidad de hueso (130). La cantidad de hueso puede ser medida
por diferentes técnicas. La densitometria 6sea (DXA) es la més utilizada para el
diagnéstico y seguimiento de la osteoporosis. Es un buen predictor de riesgo
de fractura, y es capaz de reflejar la influencia de los tratamientos (131, 132).

No obstante, existen otros dos aspectos que contribuyen a la resistencia
mecanica del hueso. El primero es la distribucion espacial del tejido 6seo, bien
a nivel macroscépico (geométrico) o a nivel microscopico (microarquitectura); el
segundo es la composicién del tejido 6seo. La distribucion espacial del tejido
0seo puede ser evaluada por diferentes técnicas, desde una radiografia simple,
una tomografia axial computarizada o una resonancia magnética (133, 134).
Las estructuras microscoépicas se evallan mejor cuanto mayor es la definicion
de las imagenes. Los componentes del tejido 6éseo también son importantes
para la resistencia 6sea e incluyen una larga lista, como las caracteristicas del
colageno, la cristalinidad, el grado de mineralizacion o la homogeneidad del

mismo y las proteinas no colagenas (135, 136).

La funcién 6sea mecanica es el resultado final de la integracion de la
densidad 6sea, la micro y macro arquitectura del tejido, asi como su
composicién. En la practica habitual la Gnica prueba disponible para medir este
aspecto es el TBS (Trabecular Bone Score) (137).

Para medir las propiedades mecéanicas del hueso de forma directa es necesario
aplicar técnicas cruentas en las que una determinada fuerza es aplicada a una
muestra de hueso hasta que éste se rompe. Estas técnicas estan disponibles

solo en unos pocos laboratorios, y es necesario obtener muestras Oseas
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mediante una intervencion quirdrgica, por lo que no es factible en la préactica

clinica habitual.

Por esto motivo se desarroll6 la denominada indentacion por punto de

referencia (IPR).

4.2 Técnicas de indentacién por punto de referencia

Se han desarrollado dos técnicas hasta la actualidad. Ambas estan basadas
en el principio que cuanto mas penetre la sonda en la superficie de la cortical
del hueso, menos resistencia ofrece el hueso a presiones mecéanicas. La
primera de las técnicas para IPR fue basada en la indentacion ciclica, si bien
recientemente se ha desarrollado la microindentacién por impacto para su uso
clinico. Los detalles técnicos de ambas técnicas han sido descritos en varias
publicaciones (138).

Los parametros que se miden en la microindentacion ciclica se expresan en
términos de distancia de indentacion, si bien se pueden calcular otros
parametros (139). Los parametros de la microindentacion por impacto se
expresan como unidades de Bone Material Strength index (BMSi) o indice de
Fuerza Mineral Osea (iIFMO), en unidades absolutas, y representan el ratio
entre la penetracion de la sonda en el hueso y su penetracion en una placa de
metil metacrilato de referencia (140). Los detalles técnicos han sido publicados

recientemente (141).

4.2 Estudios realizados con indentacion ciclica (142)

A continuacion, se muestran los estudios realizados indentacion ciclica.
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Study authors and year Study Study population Outcomes

design
Diez-Pérez A, etal. | Series of 27 women with osteoporosis-related fractures and 8 controls of ~ Measured Total Indentation Distance and Indentation Distance
Bone Miner Res cases and comparable ages Increase were significantly greater in fracture patients than in
2010;25:1877-85. controls, controls, Areas under the receiver operating characteristic curve for

the two measurements were above 90%,
Giierri-Fernandez R, et Seriesof  Four groups of patients (n = 70): 6 atypical femoral fractures, 38  After adjusting by age, significant differences were observed
al. | Bone Miner Res cases and typical osteoporotic fractures, 6 taking long-term between controls and typical and atypical fractures for Total
2013;28:162-8. controls, bisphosphonates, and 20 controls without fracture Indentation Distance and for Indentation Distance Increase.

4.2 Estudios realizados con microindentacion por impacto (142)

En la tabla se muestran los estudios realizados con microindentacion por

impacto.

Study authors and year Microindentator  Study design  Study population Outcomes

used

Farr JN et al. | Bone Series of cases 60 postmenopausal women including 30 patients T2D patients had significantly lower BMS, adjusted
Miner Res. 2014 and controls.  diagnosed with T2D for >10 years and 30 age- p = 0.022.In patients with T2D, the average glycated
Apr;29(4):787-95 matched, nondiabetic controls hemoglobin level over the previous 10 years was

negatively correlated with BMS (r= —0.41; p = 0.026)

Duarte Sosa D, etal. | Impact Series of cases 42 Norwegian and 46 Spanish women with normal BMSi value of Norwegian women was significantly
Bone Miner Res microindentation and controls?? BMD values, without vertebral fractures or secondary  inferior when compared to Spanish women p < 0.001
2014;30:1784-9 osteoporosis. 88

Malgo F, et al. J Clin Impact Cross-sectional 90 patients with low bone mass with or without a BMS values were lower in patients with a fragility
Endocrinol Metab microindentation study fragility fracture. Sixty-three patients had sustained fracture compared with nonfracture patients
2015;100:2039-45 one or more fragility fractures. (p = 0.032) despite similar BMD. In patients with

osteopenia, BMS was significantly lower in fracture
patients than in nonfracture p = 0.015

Mellibovsky L, et al. | Impact Series of cases 52 consecutive cases were included in the study Changes in cortical bone indentation properties, at the
Bone Miner Res microindentation within 4 weeks of initiating glucocorticoid tissue level, can be tracked longitudinally using the
2015;30:1651-6. treatment.19 patients received treatment with Reference Point Indentation technique in patients

calcium plus 25 (OH) vitamin D; 14 risedronate; 14 exposed to systemic glucocorticoid treatment. These

denosumab; and 5 received teriparatide. changes occur very early (within the first few weeks)
after starting glucocorticoids, well before BMD imaging
by DXA can detect any alteration.

Gierri-Fernandez R, et  Impact Series of cases 50 infected with HIV and 35 controls. 85 HIV infection is assodated with bone damage,
al. JAIDS. 2016 Jul microindentation and controls. independently of BMD. p < 0.001
1:72(3):314-8

Sundh D, et al. ] Bone Impact Series of cases 202 women, bone parameters and subcutaneous fat BMSi was inversely correlated to body mass index
Miner Res microindentation were measured at the tibia (BMI) (r = —0.17, p = 0.01), whole body fat mass
2016;31:749-57 (r = —0.16, p = 0.02), and, in particular, to tibia s.c.

fat (r = —033,p < 0.001).

Aasared KM et al. Scand Impact Cross-sectional 17 chronic atrophic gastritis 41 sex- and age-matched Lower lumbar BMD, increased frequency of osteopenia
J Gastroenterol 2016 ~ microindentation  study controls. 58 and osteoporosis in male, but not female patients with
Feb 8 CAG. BMS did not differ between the groups.

Pérez-Saez MJ et al. Impact Series of cases 40 long-term after kidney transplant and 94 sex-age ~ BMD was lower at lumbar spine (p = 0.025), total hip
Transplantation 2016, microindentation and controls.  matched controls, 134 (p < 0.001) and femoral neck (p < 0.001) in KTR than in
Pub ahead of print controls. BMSi was also lower in KTR (p = 0.012)

although this difference disappeared after adjusted
model by age, gender and body mass index
(p = 0.145).

Duarte Sosa D, et al. Impact Series of cases 30 women with previous stress fractures and in 30 BMSi was inferior in patients with previous stress
Acta Orthop. 2016 microindentation and controls. normal controls, 60? fracture, but was unrelated to BMD and bone turnover.
Jun 20:1-6. p =002

Ruding R et al. Impact Cohort 211 older women BMSi was positively associated with aBMD of the total
Osteoporosis int micoindentation hip (B = 0.14, p = 0.04), non-dominant radius
2016 APR; 27(4): (B = 0.17,p = 0.02), and lumbar spine (L1-L4)
1585-92 (B = 0.14, p < 0.05). No association in crude or

adjusted BMSi with prevalent fractures.

Malgo Fet al. abstract ~ Impact Cross-sectional 32 well-controlled acromegalic patients and 32 Adjusted for BMI, LS BMD was not significantly different
al ENDO2016, Boston, microindentation study age-matched controls. 64 between acromegaly patients and controls, but BMSi
Massachusetts was lower than in controls p = 0.004

Furst JR et al. ] Clin Impact Cross-sectional 16 postmenopausal women with T2D and 19 matched BMSi was reduced by 9.2% in T2D (p = 0.02) and was
Endocrinol Metab microindentation study controls. 35 inversely associated with the duration of T2D
2016 (r = —0.68, P = 0.004). Increased SAF was associated
JUN;101(6):2502-10. with reduced BMSi (r = —0.65, p = 0.006) and lower

bone formation marker procollagen type 1
amino-terminal propeptide (r = —0.63,p = 0.01)in

T2D, whereas no assodations were seen in controls
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5. Proyectos que constituyen la presente tesis

5.1. Assessment of Bone Health in Patients with Type 1 Gaucher Disease
Using Impact Microindentation

Hipotesis de trabajo

El analisis de la literatura de estudio de la EG y su afectacion 6sea nos
permitié concluir que la enfermedad 6sea es uno de los principales problemas
de morbilidad en estos pacientes. La terapia de sustitucion enzimatica es capaz
de mejorar estas alteraciones muy lentamente, tardando afos, si bien algunas
lesiones son irreversibles. El quantitative chemical shift es la mejor técnica para
medir el grado de infiltracion que presentan estos pacientes, sin embargo, tan
solo esta disponible en unos pocos centros dado su elevado coste y
complejidad. Se utiliza de forma rutinaria la DXA, que solo ofrece una
evaluacion parcial de la enfermedad Osea.

Nuestra hipotesis de trabajo se fundamenté en la evaluacién integral no
invasiva de la enfermedad 6sea de pacientes con EG, atendiendo a todos los
aspectos que conforman la resistencia 6sea y evaluando las caracteristicas

mecanicas mediante microindentacion de impacto.

Objetivos

1) Establecer el estado de la enfermedad mineral 6sea en los pacientes
con EG tipo 1 de una forma integral, atendiendo a:
a. la cantidad 6sea medida por DMO mediante DXA.

b. la microarquitectura 6sea medida por el score trabecular éseo.
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c. los marcadores de recambio 6seo

d. las propiedades mecanicas del hueso mediante la indentacion sea.

2) Testar la microindentacion ésea como técnica diagndstica en estos

pacientes.

Material y métodos

Estudio transversal de pacientes con EF tipo 1 que fueron apareados

con controles sanos por edad y sexo.

Participantes

Los candidatos fueron elegidos de centros meédicos de la comunidad
autonoma de Cataluiia que atienden pacientes con EG. Los pacientes fueron
reclutados entre julio de 2015 y enero de 2016, fueron contactados a traves de
su meédico responsable e invitados a participar. Los criterios de inclusion
comprendian: diagnostico de EG tipo 1, edad mayor o igual a 18 afios y firma
del consentimiento informado. ElI comité ético de nuestro centro aprobd el
protocolo de estudio. Se excluyeron todos aquellos pacientes que presentaran:
cancer activo, enfermedad cronica avanzada, u otra enfermedad que pudiera
afectar la salud ésea (enfermedad hepética o renal cronica, enfermedad
tiroidea o paratiroidea, tratamiento con glucocorticoides, artritis reumatoide,
malabsorcién cronica o inmovilizacion). Los pacientes que presentaban
lesiones focales en la tibia (ej: infartos 6seos o0 necrosis avascular) en las

pruebas de imagen también fueron excluidos.
Grupo Control

Se reclutaron voluntarios sanos como controles (sin historia de fracturas,
uso de farmacos con accién sobre el hueso o algun tipo de enfermedad 6sea)

de nuestra base de datos de referencia para microindentacion. Se realizé a

todos los controles microindentacion de impacto y una densitometria como se
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describe en los siguientes apartados; ademas de recoger informacion

demografica (edad, sexo, altura y peso).

Variables de estudio

Se recogieron los siguientes parametros de los pacientes con EG tipo 1:
edad, sexo, peso, altura, concentracion de hemoglobina, recuento de
plaquetas, niveles séricos de QT, edad en el momento de diagndstico, afos
desde el diagnostico, indice de severidad en el momento de la inclusion
(usando el indice de severidad de Zimran, SSI(79)). El tipo y la duracion del
tratamiento recibido, esplenectomia previa, necrosis avascular, presencia de
lesiones focales 6seas o0 nodulos esplénicos en resonancias magnéticas
también se recogieron como variables.

Se midieron los marcadores de recambio 0seo tras 8 horas de ayuno por
el laboratorio Nordic Bioscience. Se realizaron los siguientes marcadores en
plasma mediante inmunoensayo por electroluminiscencia (Elecsys 2010®,
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany): procolageno tipo 1 N
propeptide (P1PN) y telopeptido C-terminal (CTX-I).

Densidad Mineral Osea

Se midié la densidad mineral 6sea en cadera y columna lumbar en todos
los pacientes y controles mediante densitometria (Hologic QDR 4500 SR,
Hologic, Inc., Bedford, MA, USA).

Microindentacién de impacto

Se siguié el recientemente publicado protocolo de microindentacion
(141), mediante el uso del microindentador Osteoprobe® (Active Life Scientific,
Santa Barbara, CA) para producir una indentacion microscopica en la cara
anterior de la tibia. En resumen, tras desinfectar la piel y administrar anestesia
local, se penetra la piel con una sonda con un extremo conico de 10 ym hasta
alcanzar la superficie 6sea. El operador estd encargado de accionar la parte
movil del dispositivo, manteniendo el mismo perpendicular a la superficie hasta

gue se alcanza la superficie 6sea. Esto genera una fuerza previa de 10N hasta
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que un sistema gatillo se desencadena a alta velocidad generando una fuerza
de 30N que realiza una indentacién microscépica en el cértex de la tibia. La
distancia de indentacion se recoge en un sistema computarizado. En cada
individuo se realizan 8 indentaciones separadas por 2mm en dos lineas
paralelas al eje de la tibia, de modo que en cada linea se realizan 4
indentaciones. Los valores extremos son identificados por el software y se
excluyen del analisis tras haber completado al menos 3-4 indentaciones.

Aunque es infrecuente, cuando el operador percibe una textura anormal en el
hueso indentado (eg. tipo corcho o material porexpan) se excluye la medicion.
Tras realizar 8 mediciones validas, el operador realiza 5 mas en un bloque de
polimetilmetacrilato BMSIi-100 que se utiliza como material calibrador. Las
unidades de indentacion son expresadas como indice de Fuerza Osea (iFMO o
BMSi por sus siglas en inglés), y se define como 100 veces la ratio de la
distancia de indentacion del impacto al material de calibracion, dividido por la
distancia de indentaciéon del impacto al hueso. El procedimiento es indoloro,
lleva aproximadamente 3 minutos y no contempla complicaciones. Las Unicas
contraindicaciones que existen son problemas locales como infeccion de la piel
o tejido celular subcutaneo; o la presencia de edema o gran paniculo adiposo

pretibial que impidan alcanzar la superficie 6sea.

Analisis estadistico

Las variables continuas fueron representadas como media y desviaciéon
estandar (DE). Se calcul6 la Hazard ratio (HR) para valorar las diferencias en
las variables sociodemograficas entre los casos y los controles. El andlisis de
covarianza le utilizé para comparar las medias ajustadas por edad, sexo, peso
y altura. Un valor de p menor de 0.05 se consideré para indicar resultados
significativos. Todos los valores de p son bilaterales. El analisis se realizo
utilizando SPSS para Windows, version 22.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Resultados
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Todos los pacientes de la comunidad autonoma de Catalufia
diagnosticados con EG tipo 1 (40) fueron invitados a participar en el estudio, de
los cuales 17 (42,5%) firmaron el consentimiento informado. Se excluyé un
paciente por presentar lesiones focales en la tibia, segin las imagenes de la
resonancia magnética. Las caracteristicas de los 16 pacientes incluidos se

muestran en la Tabla 1.

Entre los sujetos estudiados habia 7 hombres (43.7%) y 9 (56.3%)
mujeres, con una edad media de 51.31 (DE14.4) afios (rango 21-69), peso 71
Kg (DE 12.0) y altura 165.9 cm (DE 9.1). Todos los pacientes a excepcion de 4
estaban en tratamiento con terapia de sustitucion enzimética durante el periodo
de estudio, con una media de 10.5 (rango 0.25-19) afos de tratamiento y 21
(DE 16.4) afios desde el diagnoéstico. Dos pacientes no habian recibido
tratamiento en ninguna ocasion. La concentracion media de hemoglobina era
de 14.1g/dL (rango 10.1-16.4), recuento de plaquetas 148,692 (rango 63.000-
260.000), y SSI Zimran 6.46 (rango 1-16). Los niveles medios plasmaticos de
QT 1,775.7 (rango 35-3770). Tres pacientes (18.8%) estaban
esplenectomizados, 3 (18.8%) presentaban nddulos viscerales, y 2 (12.6%)

presentaban necrosis avascular.

El iFMO fue 72.74 (DE 9.98), 74.8 (DE 9.33) para hombres y 71.1 (DE
10.7) para mujeres. La DMO lumbar media fue 0.896 g/cm? (0.997 g/cm? para
hombres y 0.808 g/cm? para mujeres) y DMO media en cadera de 0.717 g/cm?
(0.812 g/cm? y 0.655 g/lcm?, respectivamente). De acuerdo con el T score
lumbar, 10 pacientes (62.5%) tenian osteopenia, 1 (6.25%) tenia osteoporosis
(6.25%), y 4 (25%) tenian una DMO normal. No habia historia de fracturas en

este grupo.

Se compararon los 16 pacientes con EG tipo 1 con 29 controles
apareados por edad y sexo; de los cuales (17.2%) eran hombres y 24 (82.8%)
mujeres; edad media de 48 (DE 12.1) afios (rango 20-69). Los resultados del
andlisis univariado estan resumidos en la Tabla 2a, mostrando valores de iIFMO
significativamente menores en pacientes con EG1 que en los controles. Las

diferencias se mantuvieron tras ajustar por edad, sexo, peso y altura (Table
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2b): los pacientes con EG tipo 1 tenian un iFMO significativamente menor
comparado con los controles (beta ajustado -9.30 [95%CI -15.18 to -3.42]; p
=0.004). De la misma forma que el analisis multivariado no atenud la
disminucién en la DMO observada en pacientes con EG tipo 1 en ambos
lugares donde fue medida: lumbar (beta ajustada -0.14 [95%CI -0.22 to -0.06];
p = 0.002) y cadera (beta ajustada -0.09 [95%CI -0.15 to -0.03]; p= 0.006)
(Figura 2a and 2b).

Se encontré una correlacion linear negativa con los niveles de QT en
pacientes con EG tipo 1 e iFMO (R2 51.6%): edad-, sexo-, peso-, y altura-beta
ajustados -0.004 [95%CI -0.007 to -0.002]; p = 0.005 (Figura 1). Esta diferencia
se mantuvo tras ajustar por DMO (p = 0.01). De la misma forma, los pacientes
con EG tipo 1 y niveles elevados de QT tenian DMO en cadera
significativamente menor (beta ajustada 0.00005 [-0.00010 to -0.000008], p =
0.027), aunque no para DMO lumbar (beta ajustada -0.00001 [-0.00003 to
0.00001], p = 0.27). No se encontraron diferencias entre pacientes y controles
en los niveles de PINP (p=0.471) ni CTX-I (p=0.286).

No se encontraron diferencias en el iFMO, DMO lumbar o DMO de
cadera en pacientes que habian recibido tratamiento comparado con los que
no habian recibido, aunque si encontré una asociacién entre TSE con un iFMO
mas elevado (74.45 vs 60.75, respectivamente; p =0.67); el pequefio tamafio
muestral limita el poder estadistico de este analisis. La severidad de la
enfermedad o el niumero de afios desde el diagndstico no se asociaron a

diferencias significativas en iFMO, DMO lumbar o DMO de cadera.

5.2. Bone density, microarchitecture and material strength in chronic kidney

disease patients at the time of kidney transplantation

Hipoétesis de trabajo

En el periodo post-trasplante, la enfermedad mineral 6sea sufre grandes
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cambios, con un reajuste de los parametros del hiperparatiroidismo secundario
y un descenso inicial en la DMO, hasta en un 20% en los primeros 6 meses,
con una posterior estabilizacion (108, 143). De esta forma, los pacientes con
trasplante renal presentan un riesgo elevado de fractura en los primeros afos
tras el trasplante, sobre todo cuando se administran la mayor dosis de
corticosteroides (125).

Para poder prevenir estas fracturas, predecir qué poblacion esta en riesgo es
uno de los puntos clave. La valoracion ésea en los candidatos a trasplante se
realiza habitualmente con DXA (144, 145). Para mejorar esta valoracion otras
técnicas han sido desarrolladas: TBS, que ya ha sido aplicado a pacientes en
hemodidlisis (146-148).

Nuestra hipétesis de trabajo se fundamenté en la evaluacion integral no
invasiva de la enfermedad ésea de pacientes con enfermedad renal crénica
(ERC) en el momento del trasplante renal, atendiendo a todos los aspectos que
conforman la resistencia O0sea y evaluando las caracteristicas mecanicas

mediante microindentacion de impacto.

Objetivos

1) Establecer el estado de la enfermedad mineral 6sea en los pacientes
con enfermedad renal cronica en el momento del trasplante renal de una forma
integral, atendiendo a:

a. la cantidad 6sea medida por DMO mediante DXA.

b. la microarquitectura 6sea medida por el score trabecular 6seo.

c. las propiedades mecanicas del hueso mediante la indentacion ésea.

2) Testar la microindentacion 0sea como técnica diagnostica en estos

pacientes.

Material y métodos
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Estudio transversal en pacientes con enfermedad renal cronica
reclutados entre julio de 2012 y febrero de 2014 tras su ingreso para ser
intervenidos de trasplante renal. Se obtuvo consentimiento informado de todos
los participantes y el Comité de Etica de nuestro centro aprobo el protocolo del
estudio.

Se realiz6 una historia clinica completa, exploracién fisica y examen
sanguineo; incluyendo niveles de (PTH) intacta (electrochemiluminescence,
Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, Germany) y 25-OH vitamina D (25[OH]D)
(ELISA, IDS, Boldon, UK), que fueron realizados en las horas previas al
trasplante renal. Los resultados de iPTH y 25[0OH]D estan expresados como

medianas y rango intercuartil [IQR].

La evaluacion de la salud 6sea incluyd radiografia (anteroposterior y
lateral), DXA y microindentacion 0sea, y se realizaron en la primera semana
post-trasplante. Las radiografias de columna fueron informadas por dos
observadores independientes utilizando el método semicuantitativo de Genant
(149), siendo aceptado el grado | o mayor (pérdida de mas del 20% de la altura
vertebral) para fractura. Las discordancias se resolvieron por consenso. La
DMO se midié en la columna lumbar y cadera (Hologic QDR 4500 SL® (Hologic
Inc. Bedford, MA, USA)).

El TBS basado en DXA se realiz6 usando las mismas mediciones de
DMO Ilumbar con iNsight® v 2.1 (Med.Imaps, Merignac, France). La
microindentacion Osea se realiz6 en la cara anterior de la tibia con un
dispositivo manual de indentacién, el Osteoprobe® (Active Life Scientific, Santa
Barbara, CA, USA) segun las instrucciones del reciente protocolo (141). Tras la
administracion de la anestesia local, una precarga de 10 N seguida de una
indentacién de 30N de fuerza es aplicada con un dispositivo con una cabeza
conica. La media de los 8 valores obtenidos se calcula a través de un algoritmo
computerizado. Se realizan 5 indentaciones de calibracion en un bloque de
metacrilato (BMSi-100 Reference Material). La ratio entre los valores
encontrados en la tibia y el material de referencia es el resultado del indice

fuerza mineral 6sea (iIFMO) (139).
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Los resultados se compararon con un grupo de controles sanos
seleccionados de nuestra base de referencia para microindentacion. Los
controles carecian de enfermedades Osea, artritis reumatoide, enfermedades
metabdlicas o endocrinas, tratamiento actual o previo con bifosfonatos,

corticoides orales u otra medicacion activa contra el hueso.

El anélisis estadistico se realizé6 con SPSS v 22.0 (IBM®) usando el test
de T de Student para variables paramétricas y el test U Mann-Whitney para
variables no paramétricas. Se realizaron modelos de regresion linear
multivariable para valorar la asociacién entre ERC y DMO, TBS e iFMO tras
ajuste por edad, sexo e IMC. También se analizé la asociacién entre fractura en
el momento del trasplante y DMO, TBS e iFMO.

Resultados

Pacientes

Se incluyeron 53 pacientes en el estudio. Edad media 55.8 £+ 12.1 afios, con
77.8% de pacientes de raza caucasica, y 53.7% mujeres. IMC medio de 27.5 +
5.7 kg/m? con 25.9% de diabéticos. Se trataba del primer trasplante para el
90.74% con un tiempo medio en dialisis de 21 meses [IQR 11-36].

Se compararon los pacientes con 94 controles sanos, con una edad media de
50.2 + 16 afios, 78.7% de mujeres e IMC 24.8 + 4 kg/m?. (Tabla suplementaria
S1).

Anédlisis de laboratorio

Previo al trasplante los pacientes presentaban unos niveles de calcio sérico de
media 9.6 + 0.7 mg/dl (corregidos por albumina sérica), fésforo 4.4 + 1.2 mg/dl,
25[OH]D 7.9 [3.1-16.7] ng/ml y iPTH 214 [102-390] pg/ml. Para alcanzar este
control del hiperparatiroidismo estaban en tratamiento con ligando de fésforo,
28% vitamina D nativa, 17% vitamina D activa, 22% analogos de vitamina D y

32% calcimiméticos.
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Analisis 6seo

Los estudios 6seos se realizaron de media 8 dias [IQR 6-16] tras el trasplante.
Catorce pacientes (26.4%) presentaban fracturas prevalentes asintomaticas en
la radiografia de columna en el momento del trasplante. Los niveles medios
basales de DMO eran de 0.966 g/cm? + 0.15 (lumbar), 0.852 g/cm? + 0.15
(cadera) y 0.733 g/cm? + 0.15 (cuello femoral). La media del TBS fue de 1.20
[IQR 1.11-1.3]. La microindentacién se realizé en 35 de los 53 candidatos, con
un valor medio de iFMO de [IQR 71.8-84.2].

Los resultados de pacientes y controles estan reflejados en la Tabla 1. DXA se
realiz6 en 77 controles. Los controles presentaban mejor DMO en columna
lumbar, cadera y cuello femoral tras ajuste por edad, IMC y sexo, asi como un
mejor score Z tras ajuste por IMC. Se encontraron también valores mas
elevados de iIFMO y TBS en el andlisis univariado que se mantuvieron tras
ajustar.

Dado el riesgo aumentado de fractura y el valor absoluto claramente menor de
DMO en mujeres y hombres, se hizo un andlisis separado segun el sexo.
Encontramos valores similares de DMO en cadera y de iFMO en pacientes con
ERC independientemente del sexo (Tablas suplementarias S2 y S3).
Comparamos los parametros 6seos entre pacientes que presentaban fracturas
asintomaticas pre-existentes en el momento del trasplante con los pacientes sin
fracturas. La DMO, TBS e iFMO fue similar en ambos subgrupos (Tabla
suplementaria S4). Estos resultados se mantuvieron tras excluir los pacientes
diabéticos (Tabla suplementaria S5). Por otra parte, los pacientes que habian
estado en dialisis durante mayor tiempo presentaban niveles mas elevados de
PTH con un impacto negativo en la DMO sin alterar el TBS ni el iFMO (Tabla
suplementaria S6 y S7). Por dltimo, no encontramos diferencias tras el ajuste
por edad, sexo e IMC segun el tratamiento previo que habian recibido los

pacientes con vitamin D, paricalcitol o cinacalcet.
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6. Discusion

En la presente tesis se estudian dos enfermedades poco frecuentes, con
una alta prevalencia de enfermedad 6sea y un alto impacto en la morbilidad de
los pacientes; realizando un estudio exhaustivo de la salud 6sea, con técnicas
diagndsticas que van mas alla de las clasicamente aplicadas, ya que éstas
pueden no determinar correctamente la resistencia 6sea de los pacientes con
trasplante renal o con enfermedad de Gaucher y el consecuente riesgo de

fractura.

6.1. Evaluacion ésea en los pacientes con enfermedad de Gaucher tipo 1

usando microindentacion de impacto

En el primer estudio, abordamos el tema del estudio de calidad 6sea en
pacientes con EG tipo 1. La literatura carece de ninguna descripcion in vivo de
las propiedades biomecénicas del tejido 6seo en este grupo de pacientes.
Encontramos que los pacientes con EG1 presentaban un iFMO
significativamente menor comparado con controles aparejados. Estos
resultados son especialmente importantes ya que estos pacientes tienen una
alta prevalencia de enfermedad dsea, siendo una de las principales causas de
morbilidad (48), a pesar de que a menudo son asintomaticas (150). Tras ajustar
por edad, sexo, peso, altura y DMO lumbar persistia un deterioro significativo
de las caracteristicas mecanicas del hueso comparado con los controles
apareados.

Nuestros pacientes demostraron ser en general demograficamente
parecidos a la cohorte espafiola publicada (151), siendo nuestra serie de edad
algo mayor (51.31 + 14.4 afios comparada con 44.8 + 16.6) con un 43% de
hombres en nuestro grupo, comparado con un 53% en la cohorte espafiola y
TSE prescrita para el 75% en nuestra serie, comparado con 72% de la suya.
En la cohorte espafiola, el 36% de los pacientes presentaban osteopenia u
osteoporosis, mientras que en nuestro grupo un 62% presentaba osteopenia y
un 6% osteoporosis. Esta diferencia podria explicarse ya que la cohorte

espafiola no contaba con datos de DMO de un 31% de sus pacientes, y
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también porque nuestra cohorte contaba con mas mujeres, y era en general
mas afiosa. Nuestro porcentaje de osteopenia estd en concordancia con los
datos publicados por otros grupos: Stirnemann et al reportaron un 57% de
osteopenia (58), Drugan et al un 46% con osteopenia u osteoporosis (55) y

Fiore et al un 83% de osteopenia u osteoporosis en sus series (152).

Se puede detectar en fases tempranas de la enfermedad una densidad
mineral 6sea disminuida, y aunque estos cambios se desarrollan durante la
adolescencia, también ha sido evidenciados en la infancia (67). Aquellos
pacientes que no alcanzan el pico de masa 6sea o presentan una DMO
disminuida tienen un mayor riesgo de fracturas (153). La TSE ha demostrado
mejorar las alteraciones viscerales y de una forma mas lenta también las
Oseas, contribuyendo al aumento de la DMO, reduccién del nimero de crisis
Oseas y dolor 6seo (154). La mitad de los pacientes de nuestra serie
presentaban osteopenia independientemente del tratamiento recibido. Nuestros
pacientes con EG1 tenian un iFMO significativamente menor que los controles.
Es pronto para determinar si este hallazgo se traduce en un riesgo aumentado
de fractura, ya que no se han publicado aun valores de referencia
internacionales. No obstante, el valor medio de iFMO de nuestros pacientes es
menor que aquellos con fracturas de fragilidad (155) o fracturas de estrés (156)
de otros estudios realizados con la misma técnica. En la practica clinica
habitual no se utilizan marcadores de recambio 6seo, ya que los estudios
realizados hasta la fecha han obtenido resultados inconsistentes (55) (59). En
nuestra serie, los marcadores de recambio 6seo estaban en el rango de la
normalidad, sin diferencias con los controles. La DXA esta recomendada para
la evaluacion 6sea de pacientes con EG1, asi como la RMN y el quantitative
chemical shift imaging, sin embargo todas estas técnicas tienen limitaciones
(157). La DXA refleja solo la cantidad de material y puede estar alterada por
lesiones degenerativas de la columna o por protesis de cadera, mientras que la
RMN vy el quantitative chemical shift imaging no estan disponibles de forma
generalizada.

La fuerza Osea tiene 3 componentes: DMO, geometria/microarquitectura
y propiedades tisulares. La microindentacibn por impacto es una nueva

herramienta que mide aspectos claves de las propiedades tisulares. Se
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encuentra disponible para uso clinico, permitiendo mediciones in vivo de las
propiedades mecéanicas del hueso. Las condiciones Unicas de la
microindentacion por impacto hacen dificil determinar cuales de las
propiedades biomécanicas clasicas se miden con esta técnica. Hay numerosos
factores que influyen en la resistencia del hueso a la penetracion por la sonda,
entre ellas, la orientacidon del colageno y los enlaces cruzados, la ratio mineral-
matriz, los interfaces interlamelares o el rendimiento posterior, entre otros
(141). Varios estudios han explorado el uso de microindentacion por impacto
en humanos en situaciones donde el iIFMO explica el riesgo aumentado de
fractura (ej. Fragilidad 6sea) de forma mas precisa que la DXA. Los estudios
donde la DXA fracasa mientras que el iFMO parece explicar, al menos en
parte, el riesgo aumentado de fractura: incluyen pacientes con fracturas por
fragilidad (139), fracturas femorales atipicas en pacientes en tratamiento con
bifosfonatos de larga evolucion (158), mujeres con diabetes mellitus tipo 2
(159), pacientes ancianos (160) o en tratamiento con glucocorticoides (161).

Los niveles de QT se correlacionaron inversamente con el iFMO,
hallazgo similar al encontrado en pacientes con DM tipo 2, donde los valores
de microindentacioén por impacto estaban inversamente relacionados con los
niveles de hemoglobina glicosilada (159) y los productos de glicacién avanzada
(162). En ambos escenarios las propiedades mecénicas se relacionan con los
marcadores fisiopatologicos de la enfermedad. Este hallazgo sugiere
fuertemente un deterioro de las propiedades mecanicas del tejido 6seo a
medida que la enfermedad empeora metabdlicamente. Musumeci et al
describieron niveles elevados de QT en mujeres postmenopaudsicas con
osteoporosis severa, observando una correlacion inversa entre la DMO y la QT
(163).

La fortaleza de nuestro estudio reside en el hecho de que se ha usado
una nueva técnica que ha demostrado ser de utilidad en condiciones donde la
DXA ha fracasado a la hora de explicar la fragilidad 6sea. Otro punto fuerte ha
sido la posibilidad de estudiar 16 individuos con una enfermedad de una
prevalencia muy baja, mas del 40% de todos los pacientes con EG de nuestra
region. Fuimos ademas muy escrupulosos a la hora de identificar lesiones
focales en el hueso y las evitamos a la hora de realizar la técnica de

indentacion.
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No obstante, nuestro estudio cuenta también con algunas limitaciones.
Dada la baja prevalencia de la enfermedad nuestra muestra comprende pocos
casos, de caracteristicas heterogéneas y con un amplio rango de edad, por
todo ello los resultados pierden fuerza, un hecho muy comdn en estudios de
enfermedades raras. Por otra parte, utilizamos el indice de severidad de Zimran
SSI como baremo para la severidad de la enfermedad, cuando habitualmente
se utiliza como valoracion previa al tratamiento. Por Gltimo, con nuestra técnica
podemos valorar solamente el compartimiento cortical del hueso, en la tibia, lo

gue no es necesariamente extrapolable al resto del esqueleto.

6.2. Densidad 6sea, microarquitectura y fuerza 6sea en pacientes con

enfermedad renal crénica en el momento del trasplante

En el segundo estudio nos planteamos analizar el estatus de la salud
Osea de una cohorte de pacientes con ERC en el momento del trasplante renal,
atendiendo a diferentes caracteristicas del hueso que contribuyen a la fuerza
Osea. Valoramos el estado mineral y 6seo utilizando tres técnicas diferentes
gue miden densidad Gsea, microarquitectura trabecular y calidad a nivel tisular.
Describimos un importante deterioro en todos estos marcadores de fuerza 6sea
proporcionando una imagen exhaustiva del impacto de la ERC en el hueso. A
pesar de ello el metabolismo calcio/fésforo y los niveles de iPTH estaban
relativamente controlados, recalcando la importancia de realizar evaluacion
Osea pre-operatoria (DXA o si miliar) para identificar los pacientes que estan en
riesgo de presentar fracturas en el periodo de post-trasplante.

La enfermedad mineral y 6sea relacionada con la ERC representa una
constelacibn de alteraciones que puede afectar el sistema vascular y
esquelético de los pacientes renales. Los valores analiticos que recomiendan
las guias clinicas (96, 143) no son faciles de alcanzar en esta poblacion.
Comparando con otros estudios (144, 148) nuestra cohorte de pacientes con
ERC presenta mejores niveles de fosforo y PTH segun las recomendaciones de
las guias, pero con un déficit significativo de 25[OH]D.

Es frecuente observar una DMO disminuida en pacientes con ERC en
pre didlisis (164) y con ERC terminal (144, 148). Las mediciones de la DMO
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mediante DXA son entendidas como la evaluacion 6sea minima. Sin embargo,
en la préactica clinica habitual su realizacién no es tan frecuente en el manejo
de pacientes con ERC, ya que su capacidad para predecir fracturas en esta
poblaciébn no estd bien establecida (96). Existen estudios que sugieren un
riesgo aumentado de fracturas en los pacientes con ERC que presentan
niveles mas bajos de DMO (164), si bien tal vez otros factores como la calidad
Osea (145) puedan contribuir al aumento de riesgo de fractura (hasta 4,4 veces
con respecto a poblacién general) que presentan los pacientes con ERC
terminal (165). Hay que afiadir las limitaciones que presenta la DXA en ERC,
ya que sus medidas pueden estar afectadas por calcificaciones extra-
esqueléticas (comunes en esta poblacién), osteomalacia y osteoesclerosis
(145). Nuestros pacientes presentaron valores disminuidos de DMO en
columna lumbar, cadera y cuello femoral con una alta prevalencia de fracturas
asintomaticas, confirmando asi el fragil estatus 6seo que puede empeorar el
periodo de post-trasplante inmediato. Estudios previos describen niveles
disminuidos de DMO en cadera y cuello femoral, pero no en el esqueleto axial.
Nuestra hipotesis es que algunas caracteristicas peculiares no identificadas de
nuestra serie explicarian este hallazgo.

Mas alla, estudios previos habian reportado niveles de TBS por debajo
de la normalidad en pacientes en didlisis (148). Nuestro grupo presento
resultados similares de TBS en una cohorte de trasplantados de largo tiempo y
controles, demostrando una recuperacion completa de sus valores 10 afios tras
el trasplante (100). No obstante, nuestros pacientes presentaron niveles mas
bajos de TBS comparado con los controles, indicando dafio en la
microarquitectura O0sea y un potencial elevado riesgo de fracturas tras el
trasplante, sobre todo tras la exposicion a terapia con corticoides.

El desarrollo de técnicas minimamente invasivas que mejore la
estimacion de la fuerza 6sea en poblaciones con riesgo aumento de fracturas
se ha logrado con la IPR, una técnica novedosa que mide directamente las
propiedades mecanicas a un nivel tisular (139, 158). En estudios previos, la
IPR ha demostrado su potencial relevancia al estimar la fuerza ésea en varios
escenarios clinicos donde la DMO no explica completamente el riesgo
aumentado de fractura (139, 155, 159, 161). En pacientes con TR, el IPR ha

sido probado en un estudio piloto (100), valorando la aplicabilidad de la técnica.
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En nuestra cohorte, los valores de iIFMO eran inferiores a los controles,
confirmando unas propiedades mecanicas del hueso deterioradas en los
pacientes con ERC terminal en el momento del TR. Este estado de hueso
dafado se mantuvo a pesar de realizar un andlisis de sensibilidad para
discriminar otros factores de riesgo de fractura (pacientes con fracturas,
mujeres y diabéticos). Los pacientes con mayor tiempo en dialisis y niveles
elevados de PTH también se asociaron con una peor DMO.

Nuestro estudio cuenta con varias limitaciones. No se realizaron otros
marcadores de recambio 6sea aparte de la PTH. El nimero limitado de sujetos
incluidos impidid realizar analisis por subgrupos, que tal vez nos habria
ayudado a comprender mejor los mecanismos del deterioro 6seo. En cualquier
caso, las fracturas suponen una importante morbi-mortalidad. Por lo tanto, una
evaluacion exhaustiva de la resistencia del hueso a la fractura en la poblacion
con ERC, incluyendo microarquitectura y fuerza mecdnica tisular con una
técnica viable es posible, especialmente en los pacientes que van a ser
sometidos a un TR. Obviamente, mas estudios longitudinales son necesarios

para corroborar la utilidad de estas técnicas en pacientes con ERC.
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7. Conclusiones

1. La enfermedad dsea es una de las principales causas de morbilidad en
pacientes con EG1 y merece una evaluacién y tratamiento adecuados.

2. Un diagnostico temprano y una valoracion completa de la salud 6sea
son de importancia trascendental, sobre todo por la disponibilidad de la
terapia de sustitucién enzimatica.

3. Las técnicas recomendadas en la actualidad para esta valoracién no
estan disponibles de forma generalizada, o fracasan a la hora de
detectar alteraciones tempranas. El uso de microindentacion por impacto
es viable en este grupo de pacientes.

4. Mas alla de la pérdida de DMO, el iFMO esta deteriorado en este grupo
de pacientes, y se asocia de forma significativa con los niveles de QT,
marcador de actividad de la enfermedad.

5. Consideramos que un estudio exhaustivo de la salud 6sea puede
contribuir a una mejor valoracion de la enfermedad y los efectos del
tratamiento, y que estos elementos merecen mas estudios.

6. Los pacientes con ERC terminal que son sometidos a TR presentan
alteracion de las propiedades Oseas (densidad ésea, microarquitectura
trabecular y fuerza tisular) a pesar de controlar su hiperparatiroidismo
analitico.

7. Se deberian realizar estudios de la salud 6sea para identificar aquellos
pacientes que presentan un riesgo elevado de fractura

independientemente de sus valores analiticos o densitométricos.
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ABSTRACT

Gaucher disease (GD), one of the most common lysosomal disorders (a global population incidence of 1:50,000), is characterized
by beta-glucocerebrosidase deficiency. Some studies have demonstrated bone infiltration in up to 80% of patients, even if
asymptomatic. Bone disorder remains the main cause of morbidity in these patients, along with osteoporosis, avascular necrosis, and
bone infarcts. Enzyme replacement therapy (ERT) has been shown to improve these symptoms. This cross-sectional study included
patients with type 1 Gaucher disease (GD1) selected from the Catalan Study Group on GD. Clinical data were collected and a general
laboratory workup was performed. Bone mineral density (BMD) was measured at the lumbar spine and hip using dual-energy X-ray
absorptiometry (DXA). Patients with bone infarcts or any other focal lesion in the area of indentation visible on imaging were
excluded. Bone Material Strength index (BMSi) was measured by bone impact microindentation using an Osteoprobe instrument.
Analysis of covariance (ANCOVA) models were fitted to adjust for age, sex, weight, and height. Sixteen patients with GD1 and 29 age-
and sex-matched controls were included. GD1 was associated with significantly lower BMSi (adjusted beta -9.30; 95% Cl, -15.18 to
-3.42; p =0.004) and reduced lumbar BMD (adjusted beta -0.14; 95% Cl, -0.22 to -0.06; p = 0.002) and total hip BMD (adjusted beta
-0.09;95% Cl,-0.15 to-0.03; p = 0.006), compared to GD1-free controls. Chitotriosidase levels were negatively correlated with BMSi
(linear R =51.6%, p =0.004). Bone tissue mechanical characteristics were deteriorated in patients with GD1. BMSi was correlated
with chitotriosidase, the marker of GD activity. Bone disorder requires special consideration in this group of patients, and
microindentation could be an appropriate tool for assessing and managing their bone health. © 2017 American Society for Bone
and Mineral Research.

KEY WORDS: IMPACT MICROINDENTATION; ANALYSIS/QUANTITATION OF BONE; DXA; DISEASES AND DISORDERS OF/RELATED TO BONE

Introduction lysosomal disorders, affecting 1in 50,000 individuals.* In addition

to potential hematological and visceral involvement, up to 80%

ype 1 Gaucher disease (GD1) is a lysosomal storage disorder
Tﬁrst described by Philippe Gaucher in the early 1880s." The
disease is characterized by a deficiency of the lysosomal enzyme
glucocerebrosidase, and its substrate, glucocerebroside, is stored
in cells of macrophage lineage. Accumulation occurs inthe spleen,
liver, bone marrow, lungs, and central nervous system.”’ GD1 is
inherited in an autosomal recessive pattern due to a mutation on
the long arm of chromosome 1(1g21). Itis one of the commonest

of patients with GD1 have some degree of bone disorder,” often
asympmmatic.ts’ More than 90% of patients show skeletal
effects in radiological exams,im such as osteolytic lesions, vertebral
compression, and other fragility fractures.”® Oste openia has been
detected by dual-energy X-ray absorptiometry (DXA) in more
than 40% of cases.”” These bone problems do not necessarily
cormrelate with visceral disease; therefore, many patients with
severe bone disease do not have visceral problems.'®
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Bone disease in GD1 remains one of the main factors in
patient morbidity, due to the pain, disability, and frequent
need for surgical interventions.""’ Enzyme replacement therapy
(ERT) improves both visceral and bone disease in GD1.'?
Patients show an improvement of symptoms, with a significant
reduction in pain and in the number of bone crises,"* although
improvement in bone mineral density (BMD), measured by DXA,
or bone marrow infiltration, measured by magnetic resonance
imaging (MRD) can take up to several years."¥ Nonetheless,
lesions such as bone infarcts and avascular necrosis are
irreversible, and it remains to be shown if early ERT can prevent
them."™

Several mechanisms have been identified as responsible for
bone disease in these patients. First, focal osteopenia and
vascular occlusion have been described as a result of direct
infiltration by Gaucher cells."” On the other hand, indirect
effects on the balance between osteoclasts and osteoblasts,
due to the release of inflammatory mediators and macrophage-
secreted effectors (eg, lysosomal enzymes) by the GD cells,
might play an important role in generalized bone loss.""®!

Bone assessment in patients diagnosed with GD1 includes
standard X-rays, DXA and MRI, considered the gold standard
to detect bone marrow infiltration or other complications.im
As a direct measurement of bone infiltration, quantitative
chemical shift imaging best quantifies the exact amount of fat
fraction, but is difficult to interpret, very expensive, and not
widely available."®

Measurement of BMD offers only a partial assessment of bone
disease. Material properties such as geometry or mechanical
characteristics are strongly related with fragility and the
likelihood of future fractures, and deserve specific assessment
in these patients. Direct assessment of mechanical properties
that are not well captured by DXA or other clinically accessible
techniques requires extraction of bone samples, which is not
feasible in routine clinical practice. Recently, a new tool has
become available for clinical use: reference point indentation.
This approach enables in vivo measurements of bone material
properties at a tissue level (ie, not only bone quantity but also
the mechanical properties of bone tissue), integrating nanoscale
and microscale components.'®

The aim of our study was to provide a comprehensive
assessment of bone health in a group of patients with GD1,
incorporating DXA imaging, biochemical markers of bone
turnover, and impact microindentation to measure material
characteristics at the tissue level.

Subjects and Methods

Cross-sectional study. Patients with GD1 were matched by age
and sex to healthy controls.

Subjects

Eligible patients were selected from medical center in Catalonia
with experience in managing GD1 patients. Study participants
were recruited between July 2015 and January 2016. Patients
were contacted through their physician and invited to
participate. Inclusion criteria were GD1 diagnosis, aged 18 years
and older, and providing signed consent. The Ethics Review
Board at our institution approved the study protocol. We
excluded patients with active cancer, any chronic advanced
disease or condition that may affect bone health (chronic liver or
renal disease, thyroid or parathyroid disorder, glucocorticoid
treatment, rheumatoid arthritis, chronic malabsorption, or

immobilization). Patients with focal tibial lesions (ie, bone infarcts
or avascular necrosis) visible by imaging in the measurement
area were also excluded.

Control group

Healthy volunteers (no history of fractures, use of potentially
bone-acting drugs, or any kind of bone disease) were recruited
as a control group from our reference database for micro-
indentation. Controls underwent impact microindentation
and DXA as explained below and demographic data (age, sex,
weight, and height) were collected.

Study variables

The following clinical parameters were recorded for patients
with GD1: age, sex, weight, height, hemoglobin concentration,
platelet count, chitotriosidase levels, age at first GD diagnosis,
years since diagnosis, disease severity at time of inclusion using
the Zimran severity score index (551).?? Type and duration of
treatment received, splenectomy, avascular necrosis, and focal
bone lesions or splenic nodules ascertained from previous MRI
were also recorded.

Biochemical markers of bone turnover in our cohort were
measured by Nordic Bioscience laboratory in samples taken
after 8 hours fasting. The following markers were determined in
plasma using electrochemiluminescence immunoassay (Elecsys
2010; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany): procol-
lagen type 1N propeptide (P1PN) and C-terminal telopeptide
(CTXA).

BMD measurement

In all patients and controls, BMD was measured at lumbar spine
and hip using DXA imaging (Hologic QDR 4500 SR; Hologic, Inc.,
Bedford, MA, USA).

Impact microindentation testing

The recently described impact microindentation prﬂtncnlm)

was followed, using an Osteoprobe handheld impact micro-
indenter (Active Life Scientific, Santa Barbara, CA, USA) to make a
microscopic indentation in the anterior face of the mid-tibia. In
brief, after disinfecting the skin and applying local anesthesia, a
test probe with a conic 10-pm microscopic edge is applied
through the skin until contacting the bone surface. The operator
slowly pulls down the mobile part of the device, keeping the
probe perpendicular to the bone surface until reaching the bone
surface. This provokes a preload force of 10N until a trigger
system releases a mechanism that applies 30N force at high
speed, making a microscopic indent in the cortex of the tibia.
The indentation distance is translated to a computerized unit.
Each individual is measured at eight points separated by at
least 2mm in two parallel lines of four indents each along
the axis of the tibia. Outlier measurements are flagged by
the manufacturer's software and the decision to remove these
measurements from analysis is made after completing at least
three to four indentations.

Although infrequent, when the operator perceives a grossly
abnormal texture of the indented bone (eqg, a cork or pore span
material) the measurement is rejected. After making eight valid
measurements in bone, the operator takes five measurements in
a block of BMSi-100 reference material used as a calibration
phantom. The indentation units, expressed as Bone Material
Strength index (BMSi), are defined as 100 times the ratio of the
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indentation distance from the impact into the calibration
material, divided by the indentation distance from the impact
into the bone. The procedure is painless, takes approximately
3min, and is free of complications. The only contraindications
are local problems such skin or soft tissue infection or the
presence of moderate-severe local edema or a high fat pad on
the tibia that prevents reaching the bone surface.

Statistical analysis

Continuous variables were summarized as mean and standard
deviation (SD). Unadjusted hazard ratios (HRs) were estimated to
test differences in sociodemographic variables between cases
and controls. Agreement between cases and controls was
assessed by x* goodness of fit. Analysis of covariance was used
to obtain and compare age, sex, height, and weight-adjusted
means. A p value of <0.05 was considered to indicate
significance. All reported p values are two-sided. The analysis
was performed using SPSS for Windows, version 22.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA).

Results

All patients in the service area with a diagnosis of GD1 were
invited to participate (40), and 17 (42.5%) provided informed
consent. One patient was excluded due to the presence of focal
lesions in the tibia as seen in the MRI. Characteristics of
the 16 patients included in the study are shown in Table 1. The
participating patients included seven (43.7%) men and nine
(56.3%) women with a mean age of 51.31 & 14.4 years (range, 21
to 69 years), weight 71+ 12.0kg and height 165.9 + 9.1 cm. All
but four patients were receiving specific ERT during the study
period, with a median of 10.5 years (range, 0.25 to 19 years) of
treatment and 21 £ 16.4 years since diagnosis. Two patients had
never received any treatment. Mean hemoglobin concentration
was 14.1g/dL (range, 10.1 to 16.4 g/dL), platelet count 148,692
(range, 63,000 to 260,000), and Zimran 551 6.46 (range, 1 to 16).
Mean chitotriosidase level was 1775.7 (range, 35 to 3770). Three
patients (18.8%) had undergone splenectomy, three (18.8%)
had visceral nodules, and two (12.6%) had avascular necrosis.
Mean BMSi was 72.74 +- 998 overall, 74.8 +9.33 for men and
71.14+10.7 for women. Mean lumbar BMD was 0.896g/cm”
(0.997 g/cm? for men and 0.808 g/cm? for women) and mean
total hip BMD was 0.717 g/cm* (0.812g/cm? and 0.655 g/cm?,
respectively). According to lumbar T score, 10 patients (62.5%)
had osteopenia, one (6.25%) had osteoporosis (6.25%), and four
(25%) had normal BMD. There was no history of fractures in this
group of patients.

The 16 GD1 cases were compared to 29 age- and sex-matched
controls, of which five (17.2%) were men and 24 (82.8%) were
women; mean age was 48 + 12.1 years (range, 20 to 69 years).
Results of univariate analysis are summarized in Table 24,
showing significantly lower BMSi values in GD1 patients than in
controls. Differences remained after adjustment for age, sex,
weight, and height (Table 2B): patients with GD1 had
significantly lower BMSi compared to controls (adjusted beta
-9.30; 95% Cl, -15.18 to -3.42; p=0.004; Fig. 1). Similarly,
multivariate adjustment did not attenuate the observed
reduction in BMD observed in GD1 patients at both sites tested:
lumbar (adjusted beta -0.14; 95% Cl, -0.22 to -0.06; p =0.002)
and total hip (adjusted beta -0.09; 95% Cl, -0.15 to -0.03;
p=0.006) (Fig. 2A, B).

Higher chitotriosidase levels in GD1 patients showed a
negative linear correlation with BMSi (R* = 51.6%): age-, sex-,
weight-, and height-adjusted beta -0.004; 95% Cl, —0.007 to
-0.002; p=0.005 (Fig. 3). This difference was maintained after
further adjustment for BMD (p=0.01). Similarly, patients with
GD1 and high chitotriosidase levels had significantly lower hip
BMD (adjusted beta —0.00005; 95% Cl, -0.00010 to -0.000008;
p =0.027) but not lumbar BMD (adjusted beta -0.00001; 95% I,
-0.00003 to 0.00001; p=027). There were no significant
differences between patients and controls in PINP (p =0.471)
or in CTX-l (p=0.286) levels.

There were no significant differences in BMSi, lumbar BMD, or
hip BMD in patients who had been under treatment compared
to those who had never received any specific treatment,
although ERT was mildly associated with higher BMSi (74.45
versus 60.75, respectively; p=0.67); the small sample size
limited the statistical power of this analysis. Moreover, disease
severity and number of years since diagnosis were not
associated with significant differences in BMSi, lumbar BMD,
or hip BMD. Furthermore, no differences were associated with
disease severity (severe versus mild) or time since diagnosis
{more than 15 years versus 15 years or less).

Discussion

The literature lacked a description of in vivo measurement of
the biomechanical properties of bone tissue using impact
microindentation in patients with GD1. We found that these
patients had a significantly lower BMSi compared to matched
controls, These results are important because patients with
GD1 have a high prevalence of bone disease, a prominent cause
of morbidity,"® but are often asymptomatic.”*’ After adjusting
by age, sex, weight, height, and lumbar BMD, a significant
deterioration in the mechanical characteristics of bone tissue
persisted, in comparison with matched controls.

Our patient demographics were similar to that of the
previously described Spanish cohort.?? Qur group was slightly
older (5131 + 144 years compared to 44.8 + 16.6 years), men
were 43% of our group, compared to 53%, and ERT was
prescribed for 75% of our group, compared to 72% of the
Spanish cohort. In the Spanish cohort, 36% of the patients had
osteopenia or osteoporosis, whereas in our group 62% had
osteopenia and 6% had osteoporosis. This difference could be
explained by the lack of BMD data for 31% of the Spanish cohort
and also because our cohort had more women, and our patients
were older. Our percentage of osteopenia is in accordance with
other groups’ data: Stimemann and colleagues®’ reported 57%
osteopenia, Drugan and colleagues®” found 46% with osteo-
penia or osteoporosis in their series, and Fiore and colleaguesus’
reported 83% osteopenia/osteoporosis. In all cases, the samples
are very small and too heterogeneous for rigorous comparisons
between studies.

Low bone mass can be detected in very early stages of GD;
although it develops mainly during adolescence, it has been
reported in childhood."? Patients who do not achieve peak
bone mass or have low BMD are at a major risk of fractures.?®
ERT has been shown to improve visceral involvement and, at a
slower rate, skeletal disease, contributing to increased BMD and
reduction in bone crisis and bone pain."?” More than one-half of
the patients in our series had osteopenia, regardless of
treatment received. Our patients with GD1 had a significantly
lower BMSi compared to matched controls. Whether this finding
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Table 2. Comparison Between Patients With Gaucher Disease and Healthy Controls

(A) Univariate/unadjusted comparison

Cases Controls [
Age (years), mean = SD (range) 5131+ 144 (21-69) 48.72 +15.8 (20-69) 0592
Women (%) 56 79 0.134
BMSi, mean = 5D 72741998 81.76 = 1.44 0.020
Lumbar BMD [g/cmz}, mean =+ 5D 0.8961+0.13 0.991+0.15 0430
Total hip BMD [g/cmzj, mean =+ 5D 0717 +0.12 0769 +0.11 0.148
CTX (ng/mL), mean +SD 0.193+0.40 0.250+0.45 0.286
PINP (ng/mL), mean +5D 46.38 +34.05 53.43 +2201 0471
(B) Multivariate/adjusted comparison
Gaucher disease (adjusted beta)® 95% Cl p
BMSi -930 -15.18 to =342 0.004
Lumbar BMD [g/cmz] -0.14 -022 to -0.06 0.002
Hip BMD [g/cmz) -0.09 -0.15 to -0.03 0.006

BMSi =Bone Mineral Strength index; BMD = bone mineral density; CTX = C-terminal telopeptide; P1NP = N-terminal propeptide of type 1 collagen.
“Adjusted mean difference between patients and healthy controls, after adjustment for sex, weight, and height. Megative values mean that
Gaucher-free controls had higher BMSi/BMD values than patients with Gaucher disease.

implies an increased risk of fracture cannot be firmly established
because no clear international reference values have yet
been published. However, the average value in our patients is
lower than those associated with fragility fracture®® or previous
stress fracture®® in other studies using the same technique.
Bone turnover biomarkers are not currently used in clinical
practice because studies to date have produced inconsistent
results.***” In our series, bone turnover markers had normal
values, with no differences between patients and healthy
controls. DXA is recommended for bone assessments in patients
with GD1 (as well as MRl and quantitative chemical shift
imaging), although all of these techniques have limitations.®"
DXA reflects only the amount of mineral, and can be jeopardized
by degenerative lesions on the spine or by bilateral hip
prosthesis; MRI and quantitative chemical shift imagining are
not widely available in dinical practice.

Bone strength has three components: BMD, geometry/
microarchitecture, and tissue properties. Impact microindenta-
tion is a new tool that measures a key aspect of the latter.

1000+

200+

800+

BMS|

700

600

500+

T
Cascintr Cortial

Case

Fig. 1. Box-plot describing BMSi distribution among Gaucher disease
cases and controls.

Awvailable for clinical use, this technique enables in vivo
measurements of the mechanical properties of bone material.
The unique test conditions of impact microindentation make it
difficult to determine which classical biomechanical properties
estimated by quasi-static tests are measured by this new
technigue. Many factors may influence the resistance of the
tissue to penetration by the probe, induding collagen orienta-
tion and cross-linking, mineral to matrix ratio, interlamellar
interfaces, or postyield behavior, among others.?" Several
studies in humans have explored the use of impact micro-
indentation in situations where BMSi explains explain increased
fracture propensity (ie, bone fragility) more accurately than DXA
imaging. The studies in which DXA fails but BMSi seems to
succeed, at least in part, in explaining the increased fracture risk
have included patients with fragility fractures®? atypical
femoral fractures in patients with long-term bisphosphonate
treatment,!"” women with type 2 diabetes,®® elderly patients,*¥
and glucocorticoid-treated individuals,®*

Chitotriosidase levels were inversely correlated with BMSi,
similar to previous findings in patients with type 2 diabetes
mellitus, in which impact microindentation values were inversely
correlated with both glycated hemoglobin levels® and advanced
glycationend products.®® Therefore, tissue mechanical properties
are related to pathophysiological markers of the disease in
both populations. This strongly suggests a deterioration in the
mechanical properties of bone tissue as the disease becomes
metabolically more severe. Moreover, Musumeci and col
leagues®” have described elevated serum chitotriosidase levels
in postmenopausal women with severe osteoporosis, observing a
similar inverse correlation between BMD and chitotriosidase.

The major strength of our study was that it applied a new
technique that has been used in other conditions where DXA is
not fully informative about bone fragility. Another strength is
the access to 16 patients with a disease that has a very low
prevalence: our sample constitutes more than 40% of all GD
patients in our region. Moreover, we very carefully assessed focal
lesions in the bone and avoided these areas for impact
microindentation.

Our study also had several limitations. Due to the low
prevaence of the disease, the sample was small and
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Fig. 2. (A) Box-plot describing LSBMD distribution among Gaucher disease cases and controls. (B) Box-plot describing HipBMD distribution among
Gaucher disease cases and controls. LSBMD = lumbar spine BMD; HipBMD = hip BMD.
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Fig. 3. Scatterplot (with fitted, unadjusted, and linear regression lines)
of chitotriosidase and BMSi.

heterogeneous, including men and women, with a broad age
range; therefore, the results are greatly underpowered, a
common issue in studies focused on rare diseases. Second,
we used the Zimran SSI, most commonly applied as a
pretreatment assessment, as an index of disease severity.
Finally, we used this technique to explore only the cortical
compartment of the bone, in the tibia, which does not
necessarily reflect biomechanical characteristics in other skeletal
regions.

Conclusion

Bone disease is one of the main causes of morbidity in patients
with GD1 and deserves careful management. Therefore, early
diagnosis and a complete assessment of the bone disease are

important, especially with the availability of ERT. Current
techniques are either not widely available or fail to detect
early changes. Use of impact microindentation is feasible in this
group of patients. Beyond bone density loss, BMSi values
decrease in these patients and significantly correlates
with chitotriosidase levels, the marker of GDlactivity. We
believe that a comprehensive evaluation of bone health
may also contribute to a better assessment of the disease
and of treatment effects, aspects which deserve further
investigation.
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Abstract
Summary

Bone health is assessed by bone mineral density (BMD). Other
techniques such as trabecular bone score and microindentation could
improve the risk of fracture’s estimation. Our chronic kidney disease
(CKD) patients presented worse bone health (density,
microarchitecture, mechanical properties) than controls. More than
BMD should be done to evaluate patients at risk of fracture.

Introduction

BMD measured by dual-energy X-ray absorptiometry (DXA) is used
to assess bone health in end-stage renal disease (ESRD) patients.
Recently, trabecular bone score (TBS) and microindentation that can
measure microarchitectural and mechanical properties of bone have
demonstrated better correlation with fractures than DXA in different
populations. We aimed to characterize bone health (BMD, TBS, and
strength) and calcium/phosphate metabolism in a cohort of 53 ESRD
patients undergoing kidney transplantation (KT) and 94 controls with
normal renal function.

81

01/05/17 11:52



e Proofing

Jde l6

http:/feproofing springer.com/journals/printpage php?token=_...

Methods

Laboratory workout, lumbar spine/hip BMD measurements (using
DXA), lumbar spine TBS, and bone strength were carried out. The
latter was assessed with an impact microindentation device,
standardized as percentage of a reference value, and expressed as
bone material strength index (BMSi) units. Multivariable linear
regression was used to study differences between cases and controls
adjusted by age, gender, and body mass index.

Results

Among cases, serum calcium was 9.6 £ 0.7 mg/dl, phosphorus
44 £ 12 mg/dl, and intact parathyroid hormone 214 pg/ml
[102-390]. Fourteen patients (26.4%) had prevalent asymptomatic
fractures in spinal X-ray. BMD was significantly lower among ESRD
patients compared to controls: lumbar 0.966 = 0.15 vs 0.982 = 0.15
(adjusted p = 0.037), total lnp 0.852 £ 0.15 vs 0.902 £ 0.13 (adjusted
p < 0.001), and femoral neck 0.733 £ 0.15 vs 0.775 = 0.12 (adjusted
p < 0.001), as were TBS (1.20 [1.11-1.30] vs 1.31 [1.19-1.43]
(adjusted p < 0.001)) and BMS1 (79 [71.8-84.2] vs 82. [77.5-88.9]
(adjusted p = 0.005)).

Conclusions

ESRD patients undergoing transplant surgery have damaged bone
health parameters (density, microarchitecture, and mechanical
properties) despite acceptably controlled hyperparathyroidism.
Detecting these abnormalities may assist in identifying patients at
high risk of post-transplantation fractures.

Keywords

Bone mineral disease
Bone suneralmaterial strength index
Chronic kidney disease
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Microindentation
Trabecular bone score

Electronic supplementary material

The online version of this article (doi: 10.1007/s00198-017-4065-5)
contains supplementary material, which is available to authorized users.

Introduction

In the early period after transplant, mineral and bone disease
experiences a deep change, with a readjustment of secondary
hyperparathyroidism (HPT) parameters and an initial decrease in bone
mineral density (BMD), up to 20% in the first 6 months, with further
stabilization [1, 2]. According to this, a higher risk of fracture in kidney
transplant (KT) population is observed in the first years after transplant,
when also the dose of glucocorticoids administered is higher [3].

In order to prevent these fractures, predicting the population at risk has
become a matter of concern for transplant community. The assessment
of bone in end-stage renal disease (ESRD)-KT candidates is currently
performed as in the general population, with BMD measured by
dual-energy X-ray absorptiometry (DXA) because it is available and
non-invasive. However, there are limitations for DXA use alone since
bone quantity only captures the amount of mineral but cannot measure
either microarchitecture or tissue characteristics (1.e., bone tissue
quality) aspects relevant for the resistance to fracture in these patients
[4, 5]. In order to improve the bone strength’s estimation, other
techniques have been developed, such as trabecular bone score (TBS)
that can assess trabecular microarchitecture at the lumbar spine by
analyzing DXA images with specific software [6, 7]. TBS has been
applied 1n hemodialysis patients [8]. Reference point indentation (RPI)
1s another novel technique that claims to directly measure the
mechanical properties of bone at a tissue level [9, 10]. RPI provides the
resistance of cortical bone tissue to the opening of micro-cracks with a
very fine probe, the phenomenon closely mimicking the initiating crack
of the starting fracture [9, 11]. In previous studies, RPI has
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demonstrated better performance than DXA to discriminate osteoporotic
fracture risk among healthy controls [9] and better clinical correlation
with fractures in patients with atypical fracture compared to controls or
patients with typical fractures [10], type 2 diabetes mellitus
post-menopausal women compared to non-diabetic controls [12], or
patients with osteopenia and fragility fractures [13]. Furthermore, we
have recently reported the feasibility of RPI to better assess bone
strength and risk of fracture in long-term stable renal allograft
recipients [14].

We therefore aimed to analyze bone health (density, trabecular
microarchitecture, and tissue-level quality/strength) in a cohort of
ESRD patients at the time of undergoing KT surgery.

Material and methods

A cross-sectional study was performed in a sample of ESRD patients
recruited between July/2012 and February/2014 during hospital
admission for KT surgery. Written informed consent was obtained, and
the Ethics Review Board in our institution approved the study protocol.

A general clinical history, physical examination, and routine laboratory
measurements, including levels of intact parathyroid hormone (1PTH)
(electrochemiluminescence, Roche Diagnostics GmbH, Penzberg,
Germany) and 25-OH vitamin D (25[OH]D) (ELISA, IDS, Boldon,
UK), were measured hours before the KT procedure. iPTH and
25[OH]D results are expressed as medians and interquartile ranges

[TQR].

Bone health assessments including spine X-ray (anterioposterior and
lateral), DXA scan, and bone microindentation were taken within the
first week post-operatively (1.e., post-transplant). Spinal X-rays were
informed by two independent observers using Genant’s semiquantitative
method [15] accepting grade I or above (loss >20% of one of the
vertebral heights) as a fracture. Discrepancies were solved by
consensus. BMD was measured using DXA scans at lumbar spine and
proximal hip (Hologic QDR 4500 SL® (Hologic Inc. Bedford, MA,
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USA)). DXA-based TBS was evaluated using the same lumbar spine
BMD measurements using iNsight® v 2.1 (Med-Imaps, Merignac,
France). Bone microindentation was performed at the anterior face of
tibia with a handheld reference point indenter device, Osteoprobe®
(Active Life Scientific, Santa Barbara, CA, USA) following the recently
described protocol [16]. In brief, after local anesthesia, a preload of
10 N followed by a 30-N indentation was performed with a test probe
with a conic edge of 4 pm. Average values of eight indents were
calculated by a computerized algorithm. Five calibration indents were
then performed in a polymethylmethacrylate block (BMSi-100
Reference Material). Ratio between both tibia and the reference
material measurements yields the final parameter of bone mineral
strength index (BMSi) as previously described [9].

The results were compared with those found in a control group of
healthy individuals, selected from our reference data for
microindentation. They were healthy people without history of fragility
fracture, bone disease, rheumatoid arthritis, metabolic or endocrine
diseases, concurrent or prior treatment with bisphosphonates, oral
corticosteroids, or any other bone-active drug. DXA, TBS, and
microindentation were performed following the same protocol than
ESRD patients, and a lateral radiograph of the spine was obtained if
there 1s any history of trauma or spinal symptoms to rule out vertebral
fractures.

Statistical analyses were performed with SPSS v 22.0 (IBM®) by using
a Student’s 7 test for parametric variables and Mann-Whitney U test for
non-parametric variables. Multivariable linear regression models were
fitted to analyze the association between chronic kidney disease (CKD)
status and BMD, TBS, and BMSi after adjustment for age, gender, and
body mass index (BMI). We also use it to analyze the association
between being fractured at the time of transplantation and BMD, TBS,
and BMSi.

Results

Patients
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Fifty-three patients were included in the study. Mean age was

55.8 £ 12.1 years, with 77.8% of Caucasians and 53.7% female. Mean
BMI was 27.5+5.7 l{g/m2 with 25.9% of diabetic patients. It was the
first transplant for 90.74% of them with a median time on dialysis of
21 months [IQR 11-36].

We compared patients with 94 healthy controls with a mean age of
50.2 + 16 years, 78.7% female, and BMI 24.8 + 4 kg/m2 (supplementary
Table S1).

Laboratory measurements

Just before KT, the patients had serum calcium levels of 9.6 + 0.7 mg/dl
(corrected by serum albumin), phosphorus 4.4 = 1.2 mg/dl, 25[OH]D
7.9 ng/ml [3.1-16.7], and iPTH 214 pg/ml [102-390]. To achieve this
HPT control, 76% were receiving phosphorus binders, 28% native
vitamin D, 17% active vitamin D, 22% analogs of vitamin D, and 32%
calcimimetics.

Bone tests

Bone health assessments were taken at a median time of 8 days [IQR
6-16] after transplant surgery. Fourteen patients (26.4%) had prevalent
asymptomatic fractures in spinal X-ray at the time of K'T. Mean baseline
values of BMD were 0.966 + 0.15 (lumbar), 0.852 + 0.15 (total hip),
and 0.733 £ 0.15 (femoral neck). Median TBS was 1.20 [IQR 1.11-1.3].
RPI was performed in 35 of 53 ESRD-KT candidates with median
BMSi value of 79 [IQR 71.8-84.2].

The results for patients and controls are shown in Table 1. DXA was
performed in 77 controls. Controls had better BMD (g/ 01112) at the
lumbar spine, total hip, and femoral neck when we adjusted the model
by age, BMI and sex, and better Z-score adjusting the model by BMI.
They also had higher values of BMSi and TBS in the univariate analysis
and after the adjustment.
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Table 1
Bone study comparison between end-stage renal disease patients and healthy
controls
B
coefficient
Patients Controls pvalue [95% CI] p value
(n=153) (n=294) (crude) (age, sex, (adjusted)
and BMI
adjusted)
DO 14 with -
X fracture
-ray
Dual-energy X-ray absorptiometry
BMD —0.05
lumbay  0.966£0.15 0.982%0.15 [~0.1 to
2 ' ' ) T 0.558 (—0.003)] 0.037
(g/em”) 0.1 0.05 N
0.370 0.189 0.032
, _ [F0.95-0.9]  [-0.5-1] [1.03 to
-score
(~0.004)]
—0.1
tot?lhldﬂ) 0.852+0.15 0.902=0.13 [-0.14 to
2 . : : ) 0.061 (—0.05)] <0.001
(g/em”) | —0.4 0.05 0.013  -3.55 <0.001
[-1.15-0.5] [-0.6-0.8] ' [_]“65 to )
Z-score? (_0'413)]
BMD —0.8
femoral [-0.12 to
neck ~ 0733F0L ATBEOIZ o070 (-0.04)] <0001
(g/em?) [ - 0.062  —0.282 <0.001
[-1.1-0.6] [-0.5-0.7] [~0.859 to
Z-score® (—0.227)]
Trabecular bone score®
Values are expressed by mean + standard deviation or median [interquartile
range]
BMD bone mineral density, BMSi bone mineral strength index
aZ-score is BMI adjusted
bperformed in all patients and 77 controls
“Performed in 35 patients and all controls
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B
coefficient
Patients Controls p value [95% CI] p value
(n =53) (n=94) (crude) (age, sex, (adjusted)
and BMI
adjusted)
-1.13
1.20 1.31
_ g <0.001 [-0.165t0  <0.001
[1.11-1.3] [1.19-1.43] (~0.06)]
Reference point indentation®
BMSi 79 82.6 —4.7[-8to
(units)  [71.8-84.2] [77.5-88.9] 0% (i) 0.003

Values are expressed by mean + standard deviation or median [interquartile
range]

BMD bone mineral density, BMSi bone mineral strength index
3Z-score is BMI adjusted
*Performed in all patients and 77 controls

“Performed in 35 patients and all controls

Given the known higher risk of fracture and markedly lower absolute
BMD values between women compared to men, we have performed the
analysis in men and women separately. We found a similar behavior
regarding BMD at hip and BMSi values despite gender in ESRD
patients (supplementary Tables S2 and S3).

‘We compared bone parameters between patients who had preexisting
asymptomatic fractures at the time of transplantation and those without
fractures. BMD, TBS, and BMSi were similar between both subgroups
(supplementary Table S4). They also remained unmodified after
excluding diabetic patients (supplementary Table S5). On the other
hand, longer time on dialysis and higher PTH levels seem to have a
negative impact on BMD, with no alteration in TBS or BMSi values
(supplementary Tables S6 and S7). Finally, we did not find any
difference in bone parameters after adjustment for age, sex, and BMI
according to previous management with vitamin D, paricalcitol, or
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cinacalcet (data not shown).

Discussion

‘We have performed a cross-sectional study in a cohort of ESRD patients
undergoing KT, in whom we assessed bone and mineral status using
three different techniques that measure bone density, trabecular
microarchitecture, and tissue-level quality. We describe an important
deterioration in all these markers of bone strength providing a
comprehensive picture of the skeletal impact of ESRD. Despite all this,
calcium/phosphate and iPTH levels were relatively controlled, stressing
the value of preoperative specific bone health assessments (DXA or
similar) for the identification of patients at high risk of
post-transplantation fractures.

Bone and mineral disease related to CKD represents a constellation of
disorders that may affect vascular system and skeleton of renal patients.
The analytical values recommended by the guidelines [17] are not
always easy to achieve in this population. In comparison with other
studies [4, 8], our cohort of ESRD patients presented with better levels
of phosphorus and PTH according to guidelines but with a significant
25[OH]D deficiency.

Low bone mass is frequently seen in patients in predialysis CKD [18]
and ESRD [4, 8]. Measurements of BMD by DXA have classically
perceived as the mimimal workup for bone assessment. However,
real-life practice suggests that they are not a common practice in the
management of CKD patients, as their capability to predict fractures in
this population is not fully established [17]. Although recent reports
show a higher risk of fractures among CKD patients with lower BMD
values [18], other aspects such as bone quality [5] might substantially
confribute to the 4.4-fold higher nisk of fractures in ESRD population
[19]. In addition, the limitations of DXA in CKD go further because
measurements can be affected by extra-skeletal calcifications (common
in this population), osteomalacia, and osteosclerosis [5]. Our patients
had lower values of BMD at lumbar spine, total hip, and femoral neck

and a high prevalence of asymptomatic fractures, confirming a fragile
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bone status that may worsen early after transplantation. Previous studies
in ESRD population have reported low BMD values predominantly in
total hip and femoral neck [20]. We do not have a clear explanation for
this discrepancy, and we could speculate that some uncontrolled
characteristic of our series might account for this finding.

Stepping forward, TBS has been reported to be below normal ranges in
dialysis patients [8]. We have recently showed similar TBS values
between a cohort of long-term KT recipients and controls,
demonstrating an almost complete recovery in their values more than
10 years after transplantation [14]. However, our ESRD patients had
significantly lower TBS values than controls, indicating previous
microarchitectural damage and potentially a higher fracture risk
following transplantation, particularly when exposed to agents such as
corticosteroids.

The development of minimally invasive techniques that may improve
the estimation of the bone strength in populations at risk of fracture has
been achieved by RPI, a novel technique that directly measures the
mechanical properties of bone at a tissue level [9, 10]. In previous
studies, RPI has demonstrated potential value in estimating bone
strength in several clinical scenarios where BMD does not fully account
for the increased risk of fracture [9, 12, 13, 21]. In KT patients, RPI has
been tested in a pilot study [14], assessing the feasibility of the
technique. In our cohort, BMSi values are also lower than controls,
confirming poor bone mechanical properties of the tissue among ESRD
patients undergoing KT.

In addition, this bone deteriorated status remained when we performed
sensitivity analysis in order to discriminate by other risk factors for
fractures (fractured patients, women, and diabetics). Longer time on
dialysis and higher levels of PTH were also related to worse BMD.

Our study has some limitations. Other bone biomarkers apart from PTH
were not available. The relatively limited mumber of study subjects
prevents from carrying out subgroup analyses that might provide a
deeper insight on the mechanisms of bone deterioration. However,
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fractures imply an important morbidity and mortality. Therefore, a
comprehensive evaluation in the advanced CKD population of bone
resistance to fracture, including microarchitectural and tissue
mechanical strength with feasible and convenient techniques, is
warranted, especially in those undergoing KT. Obviously, longitudinal
analyses will be necessary to confirm the usefulness of the applied bone
assessment techniques in ESRD patients.

In summary, ESRD patients undergoing KT present altered bone
properties (in terms of bone density, trabecular microarchitecture, and
tissue-level strength) despite well-controlled analytical HPT. Bone
health assessments should be considered for the identification of

high-risk patients regardless of pretransplantation lab findings.
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Arﬁdf.’ history: Densitometry and imaging techniques are currently used in clinical settings to measure bone quantity and spatial
Received 12 September 2016 structure. Recently, Reference Point Indentation has opened the possibility of directly assessing the mechanical
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characteristics of cortical bone in living individuals, adding a new dimension to the assessment of bone strength.
Impact microindentation was specifically developed for clinical studies and has been tested in several popula-
tions where there are discrepancies between bone density and fracture propensity, such as type 2 diabetes, atyp-
ical femoral fracture, stress fractures, glucocorticoid treatment, patients with osteopenia and fragility fractures,

:f;ﬂzonr:z}oindemmm and individuals infected with HIV, among others. Microindentation will complement, not replace, existing
Bone mechanics bone analysis methods, particularly where bone mineral density does not fully explain fracture propensity. The
Cortical bone assessment available evidence provides solid proof of concept; future studies will fully define the role of microindentation
Reference Point Indentation for the assessment of bone health both in clinics and in research.

© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Abbreviations and glossary of terms

BMD
BMSi

Areal bone mineral density measured by DXA.

Bone Material Strength index. Ratio of the penetration

of a probe into the bone compared to a reference stan-

dard of polymethy] methacrylate, measured by impact

microindentation. Expressed in absolute units [1].

ap Creep indentation distance. Calculated as a constant
force during the 1st indentation cycle in cyclic
microindentation. Expressed in microns [2].

Cyclic microindentation Application to the bone of a series of cy-
cles of force, using the BioDent™ laboratory instrument
[2].

DI Indentation Distance Increase. Difference in distance
penetrated between the 1st and the last indentation
cycle in cyclic microindentation. Expressed in microns
[2).

Impact microindentation Application of a single, high-speed
force on the outer cortical bone using a hand-held in-
strument (Osteoprobe™) [1].

RPI Reference Point Indentation. Generic term that encom-
passes both impact microindentation and cyclic
microindentation.

TID Total Indentation Distance. Difference in penetration

achieved between the beginning of the 1st and the

end of the last indentation cycle in cyclic

microindentation. Expressed in microns [2].

1. Foreword

Reference Point Indentation (RPI), 2 novel technique for direct mea-
surement of mechanical characteristics of cortical bone at a tissue level,
was first published in a clinical series of patients in 2010 [2] and since
then a number of preclinical and clinical studies have been performed.
The present study aimed to review the published clinical experience
in different groups of patients and to discuss how RPI can contribute
to the assessment of bone health as well as potential development of
this new technique, Preclinical results were not included in the analysis.

2. Measurement of bone strength

From a clinical perspective, bone strength could be understood as
the ability of bone to resist trauma without breaking. According to the
currently accepted definition of osteoporosis [3], bone strength reflects
the integration of bone quantity and bone quality. Bone quantity can be
measured in the clinical setting by various techniques, Among them,
dual-energy X-ray densitometry (DXA) is the most widely used and a
standard for the diagnosis and management of osteoporosis. DXA is an
excellent predictor of fracture risk [4] and efficiently captures the influ-
ence of treatments on bone propensity to fracture [5] in the average pa-
tient with osteoporosis,

However, two other aspects contributing to the mechanical strength
of bone are important for estimating mechanical competence, The first
is the spatial distribution of bone tissue, either at a macroscopic (geo-
metric) or at a microscopic { microarchitectural) level, and the second
is the composition of the bone tissue, Spatial distribution of bone tissue
can be assessed in clinical practice by a variety of imaging techniques,
from radiography to high-definition computed tomography [6] or mag-
netic resonance imaging [7]. The higher the definition of the images, the
better the possibility of accurately measuring microscopic structures,
The bone tissue components are also relevant for bone strength. A
very long list of tissue constituents contributes to better or worse
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mechanical behavior of the bone tissue, including, among others, colla-
gen characteristics [8), crystallinity 9], degree of mineralization and ho-
mogeneity [10] and non-collagen proteins [11].

Ultimately, bone mechanical performance is the final result of the in-
tegration of bone density, macro/microarchitecture and tissue composi-
tion, which can be calculated by building image-based algorithms.
Finite-elements analysis 4], the most widely used technique, can esti-
mate overall mechanical competence and also simulate vector forces
applied to the bone and their ability to resist them. This strategy inte-
grates the quantitative and architectural components of bone strength,
although tissue composition is based on the optical density of the
voxel unit. However, its feasibility in clinical practice is restricted due
to the limited availability of CT (or MRI) devices. Only the DXA-based
TBS (trabecular bone score) is an easy and practical technigue for mea-
suring structure in the vertebrae [12],

Direct measurement of the mechanical characteristics of bone re-
quires destructive testing, in which force is applied to a small bone or
a sample of bone until it breaks. These tests require sophisticated tech-
nology only available in a few biomechanics laboratories. Moreover, in-
vasive bone sampling is required in living patients, either a bone biopsy
or a specimen obtained during a surgical procedure, This makes the
study cumbersome, expensive and not feasible in daily clinical practice,

Therefore, there is a need for a convenient technique for the assess-
ment of the mechanical characteristics of bone tissue in clinical settings.
This was the basis for the development of the Reference Point Indenta-
tion (RPI) technigues. We review below the clinical experience pub-
lished to date.

3. Reference Point Indentation techniques

Two different approaches have been developed for measuring RPI
parameters, Both are based on the principle that the deeper a test
probe penetrates into a cortical bone's outer surface (at the anterior
midtibia), the less resistant is the bone tissue to a mechanical challenge.
The early development of RPI was based on a cyclic indentation tech-
nique (Fig, 1a); more recently, impact microindentation (Fig. 1b) has
been developed for clinical use, Details on both techniques have been
previously published [13]. Cyclic microindentation parameters are
expressed primarily in terms of indentation distances, although other
biomechanical parameters can be calculated, such as the slopes of the
loading-unloading curves or the calculation of dissipated energy (Fig.
2A) [2]. Impact microindentation results are expressed as Bone Material
Strength index (BMSi) units representing the ratio between the pene-
tration of the probe into the bone and its penetration in a methyl meth-
acrylate reference phantom (Fig. 2B) [14]. The technical protacol for
measuring patients with impact microindentation has been recently de-
scribed [15].

4. Early clinical studies: cyclic microindentation

The first two studies on microindentation in living humans were
performed with a cyclic microindentation device. They are summarized
in Table 1.

4.1. Discriminant ability between fractures and controls

The first clinical study that wvalidated RPI, using cyclic
microindentation [2], was performed in 27 women with osteoporosis-
related fractures and 8 controls of comparable ages. Two parameters,
Total Indentation Distance (Total ID) and Indentation Distance Increase
(IDI), were significantly greater in patients with fracture than in con-
trols, with good (above 90%) areas under the receiver operating charac-
teristic (ROC) curve. The study showed that this technigue is capable of
discriminating cases with and without fractures, independently of BMD,
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B

Fig. 1. RPI devices. a) Cyclic Reference Point Indenter (BioDent®); b) Impact Reference Point Indenter (Osteoprobe®).

4.2. Atypical femoral fractures

The second study using cyclic RPI was done in patients with atypical
femoral fractures (AFF) after long-term bisphosphonate treatment [16].
Four groups of patients were included: AFF exposed to bisphosphonates
(n = 6), typical osteoporotic fractures with no previous treatment (n =

IDI (Indentation Distance Increase)
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Fig. 2. Schematic representation of the screen captures for A) Cyclic RPI with the force/
distance curve and; B) Impact RPI with the distance/time curve (early version of the
device).
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38), patients on long-term bisphosphonates with no complications
(n = 6), and fracture-free controls (n = 20). Significant differences
were observed between control, typical fracture and AFF groups for
Total ID and IDI; the deterioration in bone material properties at a tissue
level in patients with AFF was similar to that of the osteoporotic fracture
group. Moreover, RPI parameters in the group on long-term treatment
with no complications did not differ from controls, suggesting that bis-
phosphonate therapy itself does not deteriorate the microindentation
properties of bone tissue.

5. Clinical studies with impact microindentation

Several studies have been performed with impact microindentation
in living humans. These are summarized in Table 2.

5.1. Type 2 diabetes mellitus

The first clinical study using impact microindentation [17] studied
60 postmenopausal women, 30 diagnosed with type 2 diabetes for
>10 years and 30 age-matched non-diabetic controls. Compared to con-
trols, patients had significantly lower Bone Material Strength index
(BMSi) although their bone mineral density (BMD) was similar to
age-matched, non-diabetic women. Moreover, the average glycated he-
moglobin level over the previous 10 years was negatively correlated
with BMSi.

A second study in postmenopausal women with type 2 diabetes
mellitus [ 18] has found that BMSi was significantly reduced in these pa-
tients and inversely associated with the duration of the diabetes. Ad-
vanced glycation end product accumulation was inversely associated
with BMSi and lower bone formation biochemical markers in patients
with diabetes but not in controls, further indicating the contribution of
BMD-independent factors to the bone disease in these patients.

5.2. Racial differences in material properties

Given that previous studies had failed to identify differences in bone
mass or calcium metabolism that could explain the high risk of hip frac-
tures in Norwegian women, Duarte Sosa et al. [ 19] compared 42 Norwe-
gian with 46 Spanish women, a population with a 50% lower rate of hip
fracture. The participants had normal BMD values, without vertebral
fractures or secondary osteoporosis. The BMSi value of Norwegian
women was significantly lower than in Spanish women, but total hip
BMD was significantly higher in the Norwegian participants. Regression
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Table 1
Published studies of clinical experience with cyclic microindentation.
Study authors and year Study Study population Outcomes
design
Diez-Pérez A, et al. | Seriesof 27 women with osteoporosis-related fractures and 8 controls of  Measured Total Indentation Distance and Indentation Distance
Bone Miner Res cases and  comparable ages Increase were significantly greater in fracture patients than in
2010;25:1877-85. controls. controls, Areas under the receiver operating characteristic curve for
the two measurements were above 90%,
Guerri-Fernandez R, et Series of Four groups of patients (n = 70): 6 atypical femoral fractures, 38 After adjusting by age, significant differences were observed
al. | Bone Miner Res  cases and  typical osteoporotic fractures, 6 taking long-term between controls and typical and atypical fractures for Total
2013;28:162-8. controls, bisphosphonates, and 20 controls without fracture Indentation Distance and for Indentation Distance Increase,

analysis revealed that indentation values did not vary with BMD. The re-

searchers concluded that impaired bone material properties and geo-

metrical factors linked to higher stature provide a plausible hypothesis
for the higher risk of fractures in the Scandinavians.

Table 2

5.3. Patients with osteopenia and fragility fractures

It is well known that, numerically, most fragility fractures occur in

patients with osteopenia assessed by DXA [20,21]. Malgo et al. [22]

Studies with impact microindentation. The bold numbers in the study group column represent the total number of indented patients in each study (i.e. cases and controls). The sum of all
these patients is 1244 and the total number of studies performed with this device is 14

Study authors and year Microindentator  Study design Study population Outcomes
used
Farr JN et al. | Bone Series of cases 60 postmenopausal women including 30 patients T2D patients had significantly lower BMS, adjusted
Miner Res. 2014 and controls.  diagnosed with T2D for =10 years and 30 age- p = 0.022. In patients with T2D, the average glycated
Apr;29(4):787-95 matched, nondiabetic controls hemoglobin level over the previous 10 years was
negatively correlated with BMS (r = —0.41; p = 0.026)
Duarte Sosa D, et al. | Impact Series of cases 42 Norwegian and 46 Spanish women with normal BMSi value of Norwegian women was significantly

Bone Miner Res microindentation
2014;30:1784-9
Malgo F, et al. | Clin
Endocrinol Metab

2015;100:2039-45

Impact
microindentation

Mellibovsky L, et al. J
Bone Miner Res
2015;30:1651-6.

Impact
microindentation

Gilerri-Fernandez R, et
al. JAIDS. 2016 Jul
1;72(3):314-8

Sundh D, et al. | Bone
Miner Res
2016;31:749-57

Impact
microindentation

Impact
microindentation

Aasarpsd KM et al. Scand  Impact
| Gastroenterol 2016 microindentation
Feh 8

Pérez-Sdez Mj et al. Impact
Transplantation 2016, microindentation
Pub ahead of print

Duarte Sosa D, et al.
Acta Orthop. 2016
Jun 20:1-6,

Ruding R et al.
Osteoporosis int
2016 APR; 27(4):
1585-92

Impact
microindentation

Impact
microindentation

Malgo F et al. abstract
al ENDO2016, Boston,
Massachusetts

Furst JR et al. ] Clin
Endocrinol Metab
2016
JUN;101(6):2502-10.

Impact
microindentation

Impact
microindentation

and controls??

Cross-sectional
study

Series of cases

Series of cases
and controls.

Series of cases

Cross-sectional
study

Series of cases
and controls.

Series of cases
and controls,

Cohort

Cross-sectional
study

Cross-sectional
study

BMD values, without vertebral fractures or secondary
osteoporosis. 88

90 patients with low bone mass with or without a
fragility fracture, Sixty-three patients had sustained
one or more fragility fractures.

52 consecutive cases were included in the study
within 4 weeks of initiating glucocorticoid
treatment.19 patients received treatrment with
calcium plus 25 (OH) vitamin [; 14 risedronate; 14
denosumab; and 5 received teriparatide.

50 infected with HIV and 35 controls. 85

202 women, bone parameters and subcutaneous fat
were measured at the tibia

17 chronic atrophic gastritis 41 sex- and age-matched
controls. 58

40 long-term after kidney transplant and 94 sex-age
matched controls. 134

30 women with previous stress fractures and in 30
normal controls. 607

211 older women

32 well-controlled acromegalic patients and 32
age-matched controls. 64

16 postmenopausal women with T2D and 19 matched
controls. 35

inferior when compared to Spanish women p < 0.001

BMS values were lower in patients with a fragility
fracture compared with nonfracture patients

{p = 0.032) despite similar BMD. In patients with
osteopenia, BMS was significantly lower in fracture
patients than in nonfracture p = 0.015

Changes in cortical bone indentation properties, at the
tissue level, can be tracked longitudinally using the
Reference Point Indentation technigue in patients
exposed to systemic glucocorticoid treatment. These
changes occur very early (within the first few weeks)
after starting glucocorticoids, well before BMD imaging
by DXA can detect any alteration.

HIV infection is associated with bone damage,
independently of BMD. p < 0.001

BMSi was inversely correlated to body mass index
(BMI) (r = —0.17, p = 0,01), whole body fat mass

(r = —0.16, p = 0.02), and, in particular, to tibia s.c.
fat (r = —033,p < 0.001).

Lower lumbar BMD, increased frequency of osteopenia
and osteoporosis in male, but not fermale patients with
CAG. BMS did not differ between the groups.

BMD was lower at lumbar spine (p = 0.025), total hip
{p = 0.001) and femoral neck (p < 0,001} in KTR than in
controls. BMSi was also lower in KTR (p = 0.012)
although this difference disappeared after adjusted
maodel by age, gender and body mass index

{p = 0.145).

BMSi was inferior in patients with previous stress
fracture, but was unrelated to BMD and bone turnover,
p = 002

BMSi was positively associated with aBMD of the total
hip (B = 0.14, p = 0.04}, non-dominant radius

(p = 0.17,p = 0.02), and lumbar spine (L1-L4)

(f = 0.14, p < 0.05). No association in crude or
adjusted BMSi with prevalent fractures.

Adjusted for BMI, LS BMD was not significantly different
between acromegaly patients and controls, but BMSi
was lower than in controls p = 0.004

BMSi was reduced by 9.2% in T2D (p = 0.02) and was
inversely associated with the duration of T2D

(r = —0.68, P = 0.004). Increased SAF was associated
with reduced BMSi (r = —0.65, p = 0.006) and lower
bone formation marker procollagen type 1
amino-terminal propeptide (r = —0.63.p = 0.01)in
T2D, whereas no associations were seen in controls
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carried out a cross-sectional study of 90 patients with low bone mass
with or without fragility fractures; 63 of the patients had sustained
one or more fragility fractures. BMSi values were lower in patients
with a fragility fracture compared with non-fracture patients, despite
similar BMD, and were comparable in patients with a fragility fracture
whether they had osteopenia or osteoporosis. In patients with
osteopenia, BMSi was significantly lower in patients with fracture
than in the non-fracture group. The fact that BMSi values were signifi-
cantly decreased in patients with fragility fractures regardless of
osteopenia or osteoporosis suggests that bone material properties are
compromised in these patients and play an important role in the devel-
opment of fractures regardless of BMD.

5.4, Glucocorticoid-induced bone fragility

Mellibovsky et al. [23] analyzed a series of patients who were within
4 weeks of initiating glucocorticoid treatment. As a bone-protective
therapy, they received either calcium + vitamin D alone or were treated
with risedronate, denosumab or teriparatide. BMSi was measured at
baseline, 7 weeks and 20 weeks. There was no association between ini-
tial individual glucocorticoid dose and BMSi change, After adjustments,
BMSi significantly decreased in the Ca + D-alone group, did not signif-
icantly change in the risedronate group and significantly increased in
both the denosumab and teriparatide-treated groups, with significant
changes already detectable at the first follow-up visit (after 7 weeks of
therapy). No changes were detected in BMD in such a short period of
time, This was the first study to show early changes in cortical bone in-
dentation properties after systemic glucocorticoid treatment with
microindentation, at a time when BMD imaging by DXA cannot detect
any alteration.

5.5. Patients with HIV

Patients with HIV have an increased risk of fracture |24]. This led to
the first study designed to measure BMSi in a group of individuals in-
fected with the HIV virus [25]. Impact microindentation results showed
a significantly lower BMSi in patients with HIV than in controls; the
study groups had no significant differences in BMD at any of the sites
examined,

5.6. Chronic atrophic gastritis

Men, but not women, with chronic atrophic gastritis [26] have been
found to have lower lumbar BMD, a higher frequency of osteoporosis at
the lumbar spine and osteopenia at total hip, compared to controls, A
trend toward a lower trabecular bone score was observed in the patient
group, compared to controls, BMSi did not differ by sex or between pa-
tients and controls, probably as a result of the small number of patients
included in the study.

5.7. Kidney transplant

In a long-term (> 10 years) series of patients who received a kidney
transplant [27], BMD was lower at the lumbar spine, total hip and fem-
oral neck, compared to controls. A decrease in BMSi was also observed,
although this difference disappeared in the adjusted model (for age,
gender and body mass index ( BMI)). These results suggest that bone tis-
sue mechanical characteristics are restored in the long term after kidney
transplant, even if there is not a complete normalization of BMD.

5.8. Stress fractures
Mean BMSi in a group of women with stress fracture was significant-
ly lower than in controls [28]. The fracture group also had a significantly

lower mean BMD than the controls. There was no correlation between
BMSi and BMD or bone turnover, This study suggests that a
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deterioration of material properties of bone is associated with - or con-
tributes to - stress fractures,

5.9. Fractures in the elderly

In a cohort of elderly women with and without fractures, Ruddng et
al. [29] found that BMSi was positively associated with BMD of the total
hip, non-dominant radius, and lumbar spine, although there was no as-
sociation between crude or adjusted BMSi and prevalent fractures. In
this study, BMSi was associated with areal BMD but was not related to
fracture,

5.10. Correlation with subcutaneous fat

A study by Sundh et al. [30] measured bone parameters and subcu-
taneous fat at the tibia in a group of Scandinavian women. BMSi was in-
versely correlated to body mass index, whole body fat mass and, in
particular, to subcutaneous fat, This tibia fat was found to be indepen-
dent of covariates and associated with BMSI, cortical porosity (Ct. Po)
and cortical volumetric (Ct. v) BMD. BMSi was independent of covari-
ates associated with cortical porosity and cortical volumetric BMD at
the distal tibia. In this first study to associate fat mass with BMSi, fat
was independently and inversely associated with BMSi and Ct. v BMD
but positively associated with Ct. Po. This would suggest a possible ad-
verse effect of adipose tissue on bone quality and bone microstructure.

6. Preliminary results of other clinical studies

Some clinical results have been communicated as abstracts to med-
ical meetings and therefore can be only briefly discussed. Malgo et al.
[31] studied well-controlled patients with acromegaly and matched
controls with microindentation, finding no differences in BMD but
lower BMSi in the patient group. In patients with type 1 Gaucher's dis-
ease, Herrera [32] also reported decreased BMSi. A study by Rufus et
al. on the feasibility of impact microindentation found excellent patient
tolerance and acceptance in a population-based sample and controls
[33]. In patients with diabetes, Karim et al. [34] found that individuals
with T2D had increased cortical porosity, a nonsignificant trend for in-
creased Advanced Clycation Endproducts (AGE) and compromised bio-
mechanical properties in femoral neck specimens. Similar results were
reported by Nilsson et al. [35], showing that microindentation (BMSi)
was significantly lower in elderly women with T2D, compared to con-
trols. In older adults with T2D, Barnouin [36] assessed the relationship
between aerobic fitness and bone material strength and suggested a
correlation of aerobic fitness with higher BMSi. Sundh et al, [37] tested
20 healthy but inactive post-menopausal women, finding that intense
mechanical loading resulted in a rapid improvement of bone material
properties before any increase in bone mass.

7. Discussion

Bone RPI is emerging as a feasible technique for the clinical settings.
After the initial validation study using cyclic microindentation [2], clin-
ical development has focused on impact microindentation, which is
much more convenient for clinicians and for patients. Although both
techniques follow the same general principle, it is important to note
that because the mechanical challenge is different they do not measure
the same mechanical properties [13]. Therefore, the results obtained
with the former cannot be extrapolated to the latter. Cyclic
microindentation is used in laboratory experiments, while clinical stud-
ies are now performed with impact microindentation, Again, the ex-
trapolation of preclinical RPI results to the clinical measurements must
be done with great caution. Exactly what we measure with RPI is not
fully understood. Both technigues show a weak or nonexistent associa-
tion with BMD and cortical geometry, but there is also a weak correla-
tion between RPI impact and cyclic variables [39]. What RPI does,



180 5. Herrera, A. Diez-Perez [ Bone 95 (2017) 175-182

when penetrating the outer cortical bone, is to estimate the propensity
for the opening of microscopic cracks. The cyclic approach is more sim-
ilar to a creep test or a low-cycle fatigue test while the impact technique
is more similar to a microhardness test [40]. However, the translation of
the classical biomechanical test results to RPI variables, and to BMSi in
particular, is an unresolved issue.

From a clinical perspective, the beginning of the interest in RPl was
the demonstration of its ability to discriminate between individuals
with established osteoporosis and controls [2]. Not by chance, later ex-
periments were centered on situations where the risk of fracture is only
partially explained by decreased BMD, as in patients with atypical fem-
oral fractures (using cyclic microindentation) | 16], patients with type 2
diabetes mellitus (using impact microindentation) [17], or patients with
osteopenia and fragility fractures [22], The common basis for these re-
sults was that bone density does not fully account for the increased frac-
ture risk and, on the other hand, that the correlation between the
indentation parameters and BMD was poor. Similar results with de-
creased BMSi and “preserved” BMD are present in the treatment-naive
HIV-infected population. The discrepancies between BMD and fracture
risk are important when comparing Scandinavian and Mediterranean
women; here again, lower BMSi can account for at least a part of the in-
creased fracture rates in Norwegians [19]. Stress fractures, another clin-
ical situation where bone fragility is not explained by bone density, also
are associated with deterioration in BMSi [28]. Altogether, the evidence
supports the idea that, independently of BMD, tissue-level properties
captured by RPI may help to explain the increased fragility of bone.
Returning to the classical definition of osteoporosis [3], elements other
than BMD are relevant for bone health, For example, in type 2 diabetes,
the accumulation of AGE correlates with BMSi [18].

Our approach to osteoporosis has been based mainly on the quanti-
tative aspect of how much bone there is, very likely because we have a
method to accurately and conveniently measure this dimension: bone
densitometry. Only recently have we begun incorporating imaging
techniques to assess the architectural aspects of the osteoporotic bone
[41,42]. What RPI can add is the direct measurement of tissue-level
characteristics of bone, which is not captured by the clinically available
methods to assess quantitative or spatial distribution. Osteoporosis can
result from the deterioration of any of the three components of bone
strength - density, microarchitecture and tissue properties - and likely
by a combination of all three, in different proportions for different path-
ological situations. The poor discrimination capacity of RPI to identify
fracture risk in the study performed in the elderly [29] suggests that
when certain components are very dominant, such as bone density
and microarchitecture in the elderly, tissue assessment by RPI may
add very little to the explanation of increased bone fragility, although
further studies are needed to assess this particular population. Similarly,
patients with chronic atrophic gastritis have a major decrease in BMD
and/or architecture [26] probably limiting the discriminant ability of
RPI to differentiate between patients and controls. On the opposite, in
type 2 diabetes both of these compenents are relatively preserved and
BMSi is the most deteriorated component of bone strength [17].

Finally, just as our understanding of osteoporosis has been centered
on bone density, so has our assessment of its treatment. Drug trials have
focused on the selection of participants using BMD criteria and have
measured efficacy by increases in bone density, which is of course rele-
vant but may not sufficiently capture BMD-independent effects of the
drugs [43,44]. This might explain why some treatments show anti-frac-
ture efficacy largely independent of the bone density effects [45]. RPI
might contribute to explaining some of the effects of commonly used
antiosteoporosis medications, as shown by the very rapid increase in
BMSi induced by teriparatide or denosumab in patients initiating gluco-
corticoids [23]. This rapid variation, after only 7 weeks, in the response
of bone to indentation suggests that BMD-independent effects (and,
plausibly, remodeling-independent effects) might be induced by the
treatments. Qur hypothesis is that non-collagenous proteins that consti-
tute the elements that absorb energy in bone during the process of

separation of mineralized collagen fibrils and initiation of microcracks,
called sacrificial bonds, might play a role in the indentation properties
of bone and in the effects of drugs [46]. Preclinical results also support
the effectiveness of treatments on RPI properties, independently of
BMD changes [47).

8. Future development needs and opportunities

Reference Point Indentation is at the beginning of its development as
a tool for assessing the skeletal health. Although the available evidence
shows the technique's potential, large prospective studies are needed to
determine whether the technique can independently predict incident
fractures, Reference values are also needed, similar to what is available
for BMD, and reference intervals for normal, intermediate and patholog-
ical BMSi must be tested for validity according to race, gender and geo-
graphical region. It is also important to establish how much useful
information RPI can contribute to the clinician’s assessment of different
pathological situations and of patient response to treatment interven-
tions. The available information suggests that most of the potential
lies in the scenarios where BMD does not fully explain a patient's skele-
tal fragility or the anti-fracture effect of treatments. Development and
implementation of an automated system in the device's software to
identify which measurements are outliers and should be excluded
from the calculation of results are an additional technical need; this
would exclude the potential for observer bias that exists when the oper-
ator makes this decision.

Cortical assessment in the tibia has been pointed out as a limitation
of RP], as the main clinical fragility fractures occur in other areas of the
skeleton where trabecular bone also plays a determinant role. Ultimate-
ly the clinical evidence can overcome this issue if the prediction of frac-
tures is good enough on its own or adds precision to the combination of
various bone assessment techniques. This has been experimentally
demonstrated in cadaver experiments [48] for cyclic microindentation,
but must also be studied for the impact microindentation tests appro-
priate for clinical use.

The opportunities for the future are significant. In approaching the
individual patient, the clinician currently chooses a treatment strategy
supported by the available evidence, obtained in standard populations
selected by strict inclusion and exclusion criteria. However, very often
the case to be managed does not match that particular study population
[49]. Patients with osteoporosis commonly suffer comorbidities and re-
ceive multiple drugs that jeopardize the effect expected from a treat-
ment [50]. Access to more exhaustive information about the
pathophysiological determinants of fracture propensity would help
the clinician to better refine interventions and measure their effects.
In other areas of medicine, like heart diseases, the clinician assesses
the patient using clinical examination, electrocardiography, sophisticat-
ed ultrasounds, angiography and/or isotopes. Although RPI will not re-
place the available clinical measurements, it has the potential to add
information to bone density and structure data and contribute to a com-
prehensive understanding of the individual patient.

A comprehensive evaluation of the different contributors to bone
strength has excellent potential for the development of drug therapies.
First, it will help to better identify the BMD-independent effects of the
available drugs and translate this into the specific needs of each type
of patient. Second, new drugs can be developed that mare specifically
account for the various deteriorated components of bone health, be-
yond the one-size-fits-all approach we currently adopt. Third, if we
can integrate different surrogates that very accurately analyze the effect
of drugs on bone fragility, developing new drugs may become much
more accessible, Substantially shorter efficacy studies in reduced popu-
lations would then be able to certify the therapeutic benefits, making
the pivotal trials much more affordable, with the consequent benefit
in exploring new treatment opportunities.

Finally, the present review shows that RPl is a clinically feasible tech-
nique with high potential for the evaluation of patients with different
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types of osteoparosis and for the assessment of intervention effective-
ness. A wide range of research opportunities is presented by this direct
in vivo assessment of the mechanical properties of bone tissue.
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